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1    Einleitung 
1.1 Zur  Entdeckungsgeschichte   der   Hepatischen   Sternzellen    
1876 beschrieb Carl von Kupffer erstmals die hepatischen Sternzellen. Bei seinen Studien 
über das hepatische Nervensystem entdeckte er intralobuläre sternförmige Zellen, die sich 
mittels der Silberchloridmethode anfärben ließen. Von Kupffer folgerte damals, dass es sich 
um von Waldeyer´s perivaskuläre Bindegewebszellen  handele. 
1898 verwarf Kupffer diese Meinung und stellte die Hypothese auf, dass es sich bei den 
Sternzellen um Phagozyten handele. Anlass dazu gab die Feststellung einer großen 
Ähnlichkeit zwischen den gold-reaktiven Sternzellen und phagozytischen Zellen in der 
humanen Leber. Von Kupffer sprach nun von „speziellen endothelialen Zellen der 
Sinusoide“. 
1951 formulierte Toshio Ito den Begriff der Fettspeicherzellen. Er bezeichnete damit 
lichtmikroskopisch beobachtete perisinusoidale Zellen, die, wie der Name vermuten lässt, 
zahlreiche Lipidtropfen enthielten und von retikulären Fasern umgeben waren. 
1958 entdeckte Suzuki sternförmige Zellen im Disse-Raum. Er bezeichnete diese als 
interstitielle Zellen, bei denen es sich, seiner Meinung nach, um Transmitter- Zellen handele. 
Ihre Aufgabe sollte die Übertragung von Impulsen, von den autonomen Nervenfasern auf die 
Parenchymzellen der Leber, sein.  
1971 schlussfolgerte Kenjiro Wake, dass es sich bei den von Kupffer beschriebenen 
Sternzellen, den von Ito beschriebenen Fettspeicherzellen und den von Suszuki beschriebenen 
interstitiellen Zellen, jeweils um ein und dieselbe Zelle handele. 
Bald darauf wurden die hepatischen Sternzellen mit dem Pathomechanismus der Leberfibrose 
in Verbindung gebracht. Von diesem Zeitpunkt an stehen sie stark im Interesse der 
Forschung.1 
 
 
1.2 Lokalisation und Morphologie der Hepatischen Sternzellen  
HSC der Ratte (Ito-Zellen, Fettspeicherzellen) sind im Disse-Raum lokalisiert. Sie stehen 
über lange Zellfortsätze in engem Kontakt mit Hepatozyten,  sinusoidalen Endothelzellen, 
anderen Sternzellen und Nervenendigungen. Sie machen 5-8 % der Leberzellen aus. Ihr 
Nukleolus zu Nukleolus–Abstand beträgt 40 µm. Sternzellen enthalten zahlreiche 
Lipidtropfen, mit einem Durchmesser zwischen 1-2 µm.2 Aufgrund dessen haben sie eine sehr 
geringe Dichte, wodurch ihre Isolierung aus der Leber erst möglich wird. 
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Die Lipidtropfen dienen der Speicherung von Vitamin A.  Ratten speichern  90 % des 
gesamten Vitamin A in der Leber, wovon wiederum ca. 75 % in den Sternzellen und ca. 21 % 
in den Hepatozyten gespeichert sind. 3 
Wake beschrieb 1974 zwei verschiedene Typen von Lipidvakuolen: 
Typ I Lipidvakuolen sind elektronendicht, von einer Membran umgeben und kleiner als Typ 
II Lipidvakuolen. Die Membran der Lipidvakuolen ist umgeben von Glykoproteinen mit 
Saurephosphatase-Aktivität. Es wird vermutet, dass diese Typ I Lipidvakuolen lysosomal 
abgebaut werden. 
Typ II Lipidvakuolen  sind nicht von einer Membran umgeben, haben einen Durchmesser von 
2 µm und machen in unbehandelten Ratten den Hauptteil der Lipidvakuolen aus. 
Wake postulierte, dass Typ II Lipidvakuolen aus der Fusion von Typ I Lipidvakuolen, durch 
den Verlust ihrer umgebenden Membran, entstehen. Er stützte diese Hypothese mit der 
Beobachtung, dass in der unbehandelten Rattenleber Lipidvakuolen (innerhalb der HSC) 
überwiegend in der Peripherie der Leberlobuli gefunden werden. Bei mit Vitamin A 
behandelten Ratten finden sich die Lipidvakuolen (innerhalb der HSC), sowohl in der 
Peripherie, als auch in der zentralen und intermediären Zone. Dabei finden sich in der 
zentralen und intermediären Zone mehr Typ I –Vakuolen, als in der Peripherie. Die Typ I-
Lipidvakuolen bilden sich, seiner Ansicht nach, in den multivesikulären Körperchen der 
HSC.4  
Yamamoto und Ogawa sind im Gegensatz dazu der Ansicht, dass Typ II Lipidvakuolen der 
Vorläufer von Typ I Lipidvakuolen sind.2 
Welche der beiden Thesen zutrifft ist bislang noch umstritten. 
Neben den Lipidtropfen enthalten die HSC noch ein gut entwickeltes raues endoplasmatisches 
Retikulum, einen Golgi-Apparat, multivesikuläre Körperchen, 1 oder 2 Zentriolen, einige 
Lysosomen, Mitochondrien und ein Zilium.1 
 
 
1.3 Embryonaler Ursprung  der Hepatischen Sternzellen  
Zur Herkunft der hepatischen Sternzellen gibt es verschiedene Theorien: 
Nach der klassischen Theorie entstehen sie aus dem Septum Transversum. Die HSC 
exprimieren Desmin, Vimentin und α-smooth-muscle-actin, wodurch sie zu den 
mesenchymalen Zellen gezählt werden. Mit dieser Theorie lässt sich jedoch nicht erklären, 
dass  auch außerhalb der Leber z.B. im Pancreas, der Niere, der Lunge, der Milz usw. 
Sternzellen lokalisiert sind.1 Zudem erklärt sie auch nicht, warum HSC neuronale Marker 
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exprimieren.1 Eine andere Theorie postuliert, dass die HSC neuroektodermaler Herkunft sind. 
Grund zu dieser Annahme gibt die Expression neuronaler Marker, und die morphologische 
Ähnlichkeit mit Astrozyten.1    Diese Annahme wird, u.a, durch die Arbeit von  Niki T et al. 
gestützt, die zeigt, dass aktivierte HSC Nestin exprimieren.5 Nestin ist ein Klasse VI 
intermediär Filamentprotein und fungiert als Marker für neuronale Stammzellen.  Cassiman et 
al. fanden zudem, dass, sowohl ruhende, als auch aktivierte HSC, Synaptophysin (einen 
neuronalen Marker) exprimieren. Synaptophysin ist ein transmembranöses Glykoprotein, es 
spielt eine Rolle in der Exozytose von Neurotransmittern. Bislang ist dieses Glykoprotein, mit 
Ausnahme von Kaninchen-Thrombozyten, nur bei neuronalen und neuroendokrinen Zellen 
gefunden wurden. Zudem exprimieren hepatische Sternzellen GFAP und N-CAM.6 
In der fibrotischen Rattenleber, zeigten Knittel et al. zwei verschiedene Zellarten der 
Myofibroblasten. Zum einen im Septum lokalisierte (P 100-, Desmin- und GFAP-negative), 
und zum anderen im Parenchym lokalisierte (P 100-, Desmin und GFAP-positive).52 
Cassiman et al. zeigten, dass Synaptophysin nur in den parenchymalen HSC exprimiert 
wurde, wohingegen α-smooth-muscle-actin sowohl in den parenchymalen als auch in den 
septalen HSC gefunden wurde.6 
Ähnliche Ergebnisse lieferte auch die Arbeit von Magness et al., in der ebenfalls die 
Heterogenität der HSC untersucht wurde. Sie fanden eine unterschiedlich starke Expression 
von Kollagen Typ I und α-smooth-muscle-actin, in den verschieden lokalisierten HSC. 
Während parenchymale HSC, nach ihrer Aktivierung, sowohl α-smooth-muscle-actin, als 
auch Kollagen Typ I exprimierten, wurde in den peribiliären HSC bevorzugt Kollagen Typ I 
exprimiert. Neben diesen beiden HSC-Populationen fanden sich auch solche, die nur α-
smooth-muscle-actin exprimierten.7 
Baba S et al. zeigten, dass 2 Monate  nach einer  Knochenmarktransplantation (bei Mäusen) 
ein Drittel, der in der Leber befindlichen HSC, aus den transplantierten Knochenmarkszellen 
entstanden waren. Dies erlaubt die Schlussfolgerung, dass Knochenmarkszellen einen 
Ursprung für HSC bei adulten Mäusen darstellen. 8 
Diese Ergebnisse stützen die Hypothese, dass es HSC verschiedener Herkunft und 
unterschiedlicher Transdifferenzierung gibt. 
Um die Fragen der Herkunft und Transdifferenzierung der HSC abschließend klären zu 
können, besteht noch ein  weiterer Forschungsbedarf. 
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1.4  Funktion der Hepatischen Sternzellen 
In der gesunden Leber dienen die HSC der Speicherung von Vitamin A, sowie der Produktion 
von geringen Mengen an extrazellulärer Matrix.1,9 Ihre Proliferatiosrate ist gering, so dass 
davon ausgegangen wird, dass  die meisten HSC lang lebende Zellen in der G0-Phase des 
Zellzyklus sind.4 Außerdem sollen die HSC auf parakrinem Weg die Glykogenolyse in den 
Hepatozyten53, sowie die Mikrozirkulation in den Sinusoiden  beeinflussen. 54, 55 
In chronisch geschädigtem Lebergewebe transdifferenzieren die HSC zu Myofibroblasten. Es 
entwickelt sich infolge dieser Transdifferenzierung eine Leberfibrose. Die Leberfibrose kann 
histologisch, durch bindegewebige Narben des geschädigten Lebergewebes, erkannt 
werden.10 Die Leberschädigung kann durch eine Reihe verschiedener Faktoren hervorgerufen 
werden, angefangen von angeborenen metabolischen Stoffwechselstörungen, über virale 
Leberinfektionen, bis hin zu alkoholischen Leberschädigungen. Es kommt zu einem 3-10 
fachen Anstieg der Produktion von extrazellulärer Matrix, und zu einer anderen 
Zusammensetzung der Matrixbestandteile. Die extrazelluläre Matrix setzt sich zusammen aus  
Kollagenen, Elastin, Glykoproteinen und Glykosaminoglykane, besonders Hyaluronan.10 
Während  der Transdifferenzierung nimmt das Volumen der Fettvakuolen und der Vitamin-
gehalt stark ab, während α-smooth-muscle-actin und das raue endoplasmatische Retikulum 
stark zunehmen. Es kommt zu einer Überexpression von Kollagen Typ I und III, Fibronektin, 
Laminin, Proteoglykanen und Hyaluronan. Des Weiteren haben HSC kontraktile 
Komponenten, die durch Endothelin und NO gesteuert werden. Die hepatischen Sternzellen 
exprimieren selbst zahlreiche Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren, mit autokriner 
und parakriner Wirkung. Als Masterzytokine (neben zahlreichen anderen Zytokinen), in der 
Aktivierung der HSC zu Myofibroblasten, gelten TGF-ß und PDGF, da sie die mitotische 
Aktivität und die Transdifferenzierung der HSC regulieren.10 Aktivierte HSC produzieren 
zudem IGF-1, welcher einen starken antiapoptischen Effekt auf die Zellen hat.11 TGF-ß und 
TNF-α sollen in gleicher Richtung wirken. Dem PDGF wird einen promitogene Wirkung 
zugeschrieben und beschleunigt dadurch die Vermehrung der HSC.11 Ruhende HSC 
exprimieren Metalloproteinasen, die das interstitielle Kollagen abbauen, aktivierte HSC 
exprimieren, hingegen, Inhibitoren der Metalloproteinasen (TIMPs).11 
Durch die gesteigerte Produktion von Matrixbestandteilen und der Inhibition ihrer 
Degradation, erklärt sich der 3-10 fache Anstieg an extrazellulärer Matrix. Die Leber vernarbt 
infolge dieses Anstiegs an extrazellulärer Matrix bindegewebig, wodurch sie in ihrer 
normalen Funktion beeinträchtigt wird.  
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1.5 Welchen Sinn hat die  Kryokonservierung von Hepatischen Sternzellen der Ratte? 
Seit vielen Jahren dienen aus der Ratte isolierte und anschließend auf Zellkulturmaterialien 
kultivierte HSC als in vitro Modell der Leberfibrose. Die Zellen transdifferenzieren, wenn sie 
auf unbeschichteten Plastikoberflächen kultiviert werden, ebenso zu Myofibroblasten, wie es 
in vivo durch eine Leberschädigung geschieht. Sie proliferieren und erhöhen ihre Syntheserate 
von Proteinen der extrazellulären Matrix (Kollagen, Laminin, Fibronektin, Proteoglykane, 
Hyaluronan). Anhand dieses in vitro Modells der Leberfibrogenese werden zahlreiche 
Versuche durchgeführt, um die zellulären Prozesse, die bei der Leberfibrogenese eine Rolle 
spielen, zu erforschen. Des Weiteren dienen kultivierte, primäre HSC für Studien: zur 
metabolischen Biotransformation, zur Toxizität von Xenobiotica, zur Analyse der 
Genexpression in HSC, zur Klärung des embryonalen Ursprung (siehe 1.3), zur Untersuchung 
der zellulären Heterogenität und zum Etablieren von HSC-Langzeitkulturen (wie CFSC oder 
HSC-T6).12-14 
Die Isolierung der HSC aus der Rattenleber wurde 1982 eingeführt.56 Sie beruht auf einem 
enzymatischen Andau der Rattenleber, mit Pronase, Kollagenase und DNase, an die sich eine  
Dichtegradienten-Auftrennung mit Nycodenz, Metrizamid, Stractan oder Percoll anschließt. 
Grundlage der  Dichtegradientenzentrifugation ist, dass  die Zellen zahlreiche Lipidtropfen 
enthalten, wodurch sie eine sehr geringe Gesamtdichte aufweisen. Daher lassen  sie sich gut 
von Sinusoidalen und Gallengangsepithelialen Zellen trennen.1 Eine weitere Aufreinigung 
kann, durch zentrifugale Elutriation oder mittels spezieller Zellsortierungsverfahren (z. B. 
Side-scatter), erzielt werden.45  Mit dieser Methode können bis zu 4-5 x 107 lebende Zellen 
isoliert werden, was oft einen Überschuss, an sofort für Forschungszwecke benötigten Zellen, 
darstellt. Die Möglichkeit diese überschüssigen HSC zu lagern, würde einen „bei Bedarf-
Gebrauch“ der HSC erlauben.  
Die isolierten Zellen zeigen  eine  interindividuelle Varianz. Für zahlreiche Experimente, in 
denen z.B. Signalproteine erforscht werden, stellt diese interindividuelle Varianz einen 
erheblichen Störfaktor dar. Mithilfe der Kryokonservierung würde es möglich, für solche 
aufwendigeren Experimente, auf kryokonservierte Zellen derselben Ratte zurückzugreifen.  
Die Einfluss-Parameter könnten dadurch sehr konstant gehalten werden, wodurch  eine hohe 
Reproduzierbarkeit  erzielt werden könnte.  
Neuere Arbeiten zeigen, dass verschiedene Methoden zur Aufreinigung der HSC,  
unterschiedliche HSC-Subpopulationen hervorbringen können. Ein standardisiertes Protokoll 
zur Kryokonservierung der HSC, würde hier die Möglichkeit erschließen, die nach 
verschiedenen Verfahren isolierten HSC unter den Laboren auszutauschen. 
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In Zukunft soll versucht werden fibrotische Rattenlebern  zu repopularisieren. Dafür ist eine 
große Anzahl an Zellen nötig, auf die man zu einem gegebenen Zeitpunkt zurückgreifen kann. 
Da es problematisch ist eine so große Zellmenge, zum gegebenen Zeitpunkt, jeweils frisch  zu 
isolieren,  stellt die Kryokonservierung auch hier eine geeignete Lösung dar. Die Zellen 
könnten frühzeitig aus der Rattenleber isoliert werden und dann bis zu ihrer Verwendung,  
kryokonserviert, gelagert werden. Langfristig soll so versucht werden geschädigtes 
Lebergewebe, im Tiermodell, zu revitalisieren. 
Die Reproduktionsmedizin ist derzeit bemüht artifizielles Lebergewebe zu züchten.16 Dies 
setzt ebenfalls voraus, dass die benötigten Komponenten (HSC, Hepatozyten, Endothelzellen, 
Kupffer-Zellen) in großen Mengen, zum gegebenen Zeitpunkt, vorhanden sind. 
Die Methode der HSC-Isolierung bereitet vielen Arbeitsgruppen Schwierigkeiten. Im Institut 
für Klinische Chemie und Pathobiochemie der RWTH-Aachen  gehört sie zu einer etablierten 
Arbeitsmethode. Die Möglichkeit der Kryokonservierung würde es erlauben, auch andere 
Arbeitsgruppen, die an der Erforschung der Leberfibrogenese arbeiten, mit HSC zu versorgen. 
Dafür würden die HSC archiviert und später auf Trockeneis verschickt werden.  
In den vergangenen Jahren sind erfolgreiche Kryoprotokolle für zahlreiche Zelltypen, 
darunter auch Hepatozyten, entwickelt wurden. Dennoch ist es nicht  möglich, mit diesen 
Kryoprotokollen, die hepatischen Sternzellen zu konservieren. Insbesondere die, für die HSC 
typischen, triglyceridreichen Lipidvakuolen, scheinen die Anwendung konventioneller 
Kryoprotokolle zu verhindern.   
Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Entwicklung eines Verfahrens für die 
Kryokonservierung der HSC. Für die Entwicklung eines erfolgreichen Kryoprotokolls wurden 
kritische Faktoren, wie die Frierrate, die Taurate, die Kryoprotektiva, der Endpunkt des 
Frierens und die Lagerungstemperatur untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass HSC, die 
für einen Zeitraum zwischen 1 und 10 Tagen kultiviert  wurden, eine  Kryokonservierung  bei  
-196°C überleben. Nach dem Auftauen adhärieren sie an den Zellkulturplatten und 
proliferieren. Eine Reihe weiterer Tests (Vitalitätstest mit Trypan Blau und PI/FDA, Öl-Rot-
Färbung, Elektronenmikroskopie, Annexin-Färbung, Caspase-Assay, BrdU-
Proliferationsassay, [3H]-Thymidin-Proliferationsassay, Westernblot-Analyse: p53, α-smooth-
muscle-actin, CRP 2) konnte zeigen, dass die kryokonservierten HSC im Vergleich zu 
unbehandelten, primären HSC nahezu gleiche Eigenschaften und Charakteristika haben. Die 
Kryokonservierung von HSC stellt somit eine geeignete Methode für die Langzeitlagerung 
von HSC dar.  
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2    Arbeitshypothesen 
Die Überlebensrate von Zellen, nach der Kryokonservierung, wird von zahlreichen Faktoren 
beeinflusst. Es kommt auf das richtige Zusammenspiel von Kryoprotektivum, der Frierrate, 
dem Endpunkt des Frierens und der Taurate an.46  Des Weiteren spielt die Beschaffenheit der 
Zelle, ihr Lipidgehalt, ihre Größe, die Zellzahl pro ml Friermedium und vieles andere mehr 
eine wesentliche Rolle für eine erfolgreiche Kryokonservierung. 
Während der Kryokonservierung kann es zu zwei verschiedenen Arten von Zellschäden 
kommen. Dies sind zum einen Zellschäden, welche durch zu schnelles Kryokonservieren, und 
zum anderen Zellschäden, welche durch zu langsames Kryokonservieren entstehen. Die 
Schäden, während der zu schnellen Kryokonservierung, werden auf eine intrazelluläre 
Eiskristallbildung zurückgeführt. Die Schäden, während des zu langsamen 
Kryokonservierens, werden durch  eine zu starke Dehydrierung und Schrumpfung der Zelle 
begründet. Infolge der Salzkonzentrierungen während des Frierens und Tauens kommt es 
zudem zur Denaturierung von Lipoproteinen. 17-22 
Neben der Frierrate nimmt auch die Zellzahl pro ml Friermedium Einfluss auf die 
Überlebensrate der Zellen. Langsame Frierraten führen, in den meisten Fällen, zu einer 
überwiegend extrazellulären Eiskristallbildung. Verringert man den extrazellulären Raum, 
zum Beispiel durch sehr hohe Zellraten pro ml Friermedium, kann dies bei derselben Frierrate  
zu einer intrazellulären Eiskristallbildung führen. Zudem kommt es, während des 
Kryokonservierens mit zu hohen Zellraten, zu einem unphysiologischen Zell-Zellkontakt, 
welcher in  einer Zellschädigung mündet.23  
Es gilt für jede Zellart aufs Neue durch „TRY AND ERROR“ die optimalen Bedingungen für 
die Kryokonservierung herauszufinden. 
Frier- und Tauraten, der Endpunkt des Frierens, die Kryoprotektiva und die Zellzahl pro ml 
Friermedium müssen  so gewählt werden, dass die intrazelluläre Eiskristallbildung und die 
osmotischen Effekte während des Kryokonservierens so gering wie möglich gehalten werden. 
 
 
2.1 Frier- und Tauraten 
2.1.1 Eiskristallbildung 
Als Frier- oder Schmelzpunkt des Wassers wird üblicherweise 0°C bezeichnet, obwohl dies 
eher der Äquivalenzpunkt des Wassers ist. Um die Bildung von Eiskristallen zu erreichen, 
muss Wasser unter 0°C abgekühlt werden. Dies wird mit der Nukleation erklärt. Unter 
Nukleation versteht man, die Bildung eines minimalen Eiskristalls. Bei welcher Temperatur 
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es zur Nukleation kommt, hängt mit der Reinheit des Wassers zusammen. Reines Wasser 
kann bis zu -41°C abgekühlt werden, ehe es gefriert. Ist erstmal ein Eiskern entstanden, 
wächst er solange weiter, wie die Temperatur unter dem Gefrierpunkt liegt. 
Die Struktur des Eiskristalls ähnelt der eines Diamanten, sie bildet ein hexagonales Prisma. 
Diese hexagonale Form, stellt die Form mit der geringsten Energie dar, daher kommt es bei 
der Eiskristallbildung zur Freisetzung einer großen Energiemenge, in Form von Wärme. 
Wenn 1 g Wasser bei 0°C in Eis verwandelt wird, wird dabei eine Energie von 80 Kalorien 
frei. Diese Energie würde ausreichen um 1 g Wasser von 0°C auf +80°C zu erwärmen. Die, 
bei der Eiskristallbildung, entstehende Wärme wird durch Konduktion entfernt. Diese 
Wärmekonduktion kann nur über die flüssige Phase des Wassers erfolgen, wenn diese 
„supercooled“ ist. 
Die kristalline Struktur des Wasser erlaubt keinen Einschluss von Verunreinigungen, daher 
werden alle gelösten Teilchen, von der wachsenden Eisfront (per Diffusion) entfernt. Schreitet 
das Eiswachstum schneller voran, als die Wegdiffusion der Teilchen, so kommt es in der 
Umgebung des Eiskristalls zu einer Konzentrierung der Teilchen (zu einer höheren 
Osmolarität).  Die erhöhte Osmolarität führt wiederum zu einer Gefrierpunktserniedrigung, 
was man als supercooling bezeichnet. Die Wachstumsgeschwindigkeit des Eiskristalls wird 
dann von der Wegdiffusion der Teilchen bestimmt, was zu einer gewissen Instabilität im 
Wachstum führt. Die Wärmekonduktion beeinflusst das Wachstumsverhalten der Eiskristalle 
ebenfalls negativ.24  
Während der Kryokonservierung von Zellsuspensionen kommt es darauf an, die intrazelluläre 
Eiskristallbildung so gering wie möglich zu halten. Wird die Frierrate zu hoch gewählt, 
entsteht infolgedessen zu viel intrazelluläres Eis, woraufhin die Zellen zugrunde gehen. Wird 
sie wiederum zu niedrig gewählt, so kommt es zu osmotischen Zellschäden.19-22 Für ein 
stabiles  Eiskristallwachstum ist es wichtig ein zu starkes „supercooling“ zu vermeiden.24 Für 
die meisten tierischen, kryokonservierten Zellen entspricht die Überlebenskurve einem 
„inverten U“.  Die optimale Frierrate liegt zwischen -0,1 und -10°C/ min. Zumeist wird mit -
1°C pro Minute tiefgefroren. Durch den Zusatz von Kryoprotektiva vergrößert sich zudem die 
optimale Kühlrate, so dass man in diesen Bereichen meist innerhalb der optimalen Frierraten 
liegt.25 
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2.1.2 Tauraten 
Während des Tauens hängt die Stabilität der Eiskristalle von ihrer Form ab. Ein planarer 
Eiskristall bleibt in 0°C warmen Wasser solange konstant, bis Wärme hinzugefügt oder 
entzogen wird. Ein nicht planarer Eiskristall hingegen, wird an seinen Ecken Moleküle 
verlieren, da ihre Bindung an den Kristall nicht so stark ist. Es gibt für eine gegebene 
Temperatur einen kritischen Radius. Dieser gibt an, wie klein ein Eiskristall minimal sein 
darf, um bei dieser Temperatur stabil zu bleiben.24 Es hängt demzufolge, neben der 
Temperatur, auch wesentlich  von der Form und Größe der gebildeten Eiskristalle ab, wie 
lange sie benötigen um zu tauen. In den meisten Fällen hat es sich bewährt das Tauen so 
schnell wie möglich durchzuführen, um einer Rekristallisation der intrazellulären Eiskristalle 
vorzubeugen. Bei einem zu langsamen Tauen kommt es vermutlich zu einer Rekristallisation 
der intrazellulären Eiskristalle, wodurch die Zellen geschädigt werden.21 
Der beste Weg schnelle Tauraten zu erzielen ist  das Auftauen der kryokonservierten Proben 
in einem 37°C warmen Wasserbad, unter leichtem Rühren.25  
 
 
2.1.3 Lipidphasenübergang 
Es gibt vier verschieden Phasen, in denen Phospholipide vorliegen können. Dies sind die 
kristalline, die Gelphase, die zackige und die flüssig-kristalline Phase. 
Die kristalline Phase ist stabil im unteren Temperaturbereich. Die Umwandlung von der 
Gelphase zur kristallinen Phase, durch Abkühlung, erfolgt sehr langsam (innerhalb von 
Tagen, Wochen und Monaten) und  wurde erst 1980 von Chen beobachtet.57 Sie ähnelt einer 
orthorombischen Kristallgitterordnung. Bei der kristallinen Phase ist die von einer Kette 
beanspruchte Fläche, im Vergleich zu den übrigen Phasen, am geringsten. Die kristalline 
Phase geht bei Erwärmung, je nach Kettenlänge, in die Gelphase oder  direkt in die zackige 
oder flüssig-kristalline Phase über. Den Übergang von der kristallinen in die Gelphase 
bezeichnet man als unteren Phasenübergang oder Subtransition. Die Erwärmung der Gelphase 
führt, abhängig vom Wassergehalt der Phospholipide, zur zackigen oder zur flüssig-
kristallinen Phase. Bei einem Wassergehalt von mehr als 20 Gewichtsprozenten kommt es 
zum direkten Übergang von der Gelphase zur flüssig-kristallinen Phase. Dieser Übergang 
wird auch als Hauptphasenübergang bezeichnet. Der Übergang von der Gelphase zur 
zackigen Phase wird als  Vorphasenübergang bezeichnet. Die flüssig-kristalline Phase stellt 
die, im physiologischen Temperaturbereich, stabile Phase dar.  
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Die Hydratisierung nimmt am unteren Phasenübergang und am Vorphasenübergang zu, 
während am Hauptphasenübergang hauptsächlich Veränderungen im hydrophoben Bereich 
der Doppelschicht stattfinden.26  
Während der Kryokonservierung machen die Phospholipide diese, durch Abkühlung 
hervorgerufene, Phasenverschiebung durch. Sie gehen vom flüssig-kristallinen Zustand in die 
Gelphase über. Liegen diese beiden Zustände, während des Phasenüberganges, nebeneinander 
vor kommt es zu Lücken in der Membran.49 Die molekulare Zusammensetzung der 
Lipidmembran entscheidet über das Ausmaß und die Art der Phasenverschiebung. Als laterale 
Phasenverschiebung bezeichnet man die Aggregation einzelner Phospholipidklassen zu 
stabilen hexagonalen Arealen. Membranproteine werden von diesen soliden Arealen 
ausgeschlossen und konzentrieren  sich in  den flüssigen Bereichen. Diese 
Membranveränderungen können zu irreversiblen Zellschäden führen. Die Zellschäden werden 
hervorgerufen, durch eine erhöhte Permeabilität der Zellmembran, Störungen im Lipidaufbau 
und Ionentransport, sowie einer geringeren Enzymaktivität.47 
Zu einer lateralen Phasenverschiebung kommt es infolge einer zu starken Dehydratation der 
Zellmembran, welche wiederum auf zu langsames herunterkühlen zurückzuführen ist.47 
Bei der Kryokonservierung der HSC ist es, aufgrund ihres hohen Lipidgehaltes, von 
besonderer Wichtigkeit die laterale Phasenverschiebung zu verhindern.  
 
 
2.2  Kryoprotektiva 
Es werden grundsätzlich zwei Arten von kryoprotektiven Additiven unterschieden. Das sind 
zum einen die Membranen penetrierenden intrazellulären Kryoprotektiva, zum anderen die 
nicht Membranen penetrierenden extrazellulären Kryoprotektiva. 
 
2.2.1 intrazelluläre Kryoprotektiva 
Zur Gruppe der intrazellulären Kryoprotektiva zählen: 
-Dimethylsulfoxid (DMSO) 
-Glycerol 
-Dimethylsufon 
-Ethylenglycol 
-Propylenglycol 
Im Folgenden wird nur auf die beiden meist verwendeten Kryoprotektiva, DMSO und 
Glycerol eingegangen. 
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2.2.1a DMSO 
Dimethylsufoxid (DMSO) entsteht als Beiprodukt bei der Holzschliffindustrie. Es wurde 
1866 erstmals synthetisiert, seine chemischen Eigenschaften wurden jedoch erst ab 1940 
näher untersucht.27 1967 fand Ashwood heraus, dass DMSO einen kryoprotektiven Effekt auf 
Zellen und Organe ausübt. Da DMSO Membranen penetriert, zählt es zu den intrazellulären 
Kryoprotektiva. Kolb et al. untersuchten die Membranen penetrierende Wirkung des DMSO: 
10 min nach der Applikation von 35S markiertem DMSO auf die Haut von Ratten, konnte die 
Radioaktivität auch im Blut nachgewiesen werden. Bei Menschen war sie sogar schon nach 5 
min nachweisbar.28 Die Möglichkeit Membranen zu penetrieren geht einher mit der relativ 
polaren Natur des DMSO, seiner relativ kompakten und kleinen Struktur und seiner Fähigkeit 
Wasserstoffbrückenbindungen einzugehen. Am wichtigsten für das Verständnis der Funktion 
des DMSO in biologischen Systemen ist seine Fähigkeit die Struktur des Wassers zu 
beeinflussen, und sogar einen Teil der Wassermoleküle, die mit zellulären Bestandteilen 
assoziiert sind,  zu ersetzten.29 DMSO bewirkt eine höhere Strukturierung des Wassers. Drei 
Moleküle DMSO bewirken ein hoch strukturiertes Cluster aus sechs Wassermolekülen. 
Dieses ist ähnlich strukturiert wie Eis, das auch aus sechs Wassermolekülen besteht, die in 
einer sesselartigen Konfirmation angeordnet sind.29 
DMSO wird seit 1959 als Kryoprotektivum verwendet. Zahlreiche Studien von Ashwood 
belegen, dass es meist dem Glycerol überlegen ist. 30,31,32 Die Überlegenheit des DMSO 
gegenüber Glycerol wird auf die schnellere membranpenetrierende Wirkung des DMSO und 
auf den geringeren osmotischen Schock, während der Zugabe und  der Entfernung des DMSO 
aus dem Freezemedium, zurückgeführt.17 Seine kryoprotektive Wirkung entfaltet es, indem es 
im Friermedium eine Gefrierpunktserniedrigung hervorruft. Es erhöht durch die 
Umstrukturierung des Wassers, bei einer gegebenen Temperatur, den Anteil des flüssigen 
Wassers und reduziert seine ionische Zusammensetzung.33 Dadurch wird das Auftreten von 
osmotisch bedingten Zellschäden verringert. Die Gefrierpunktserniedrigung ermöglicht den 
Zellen, während des Friervorgangs, mehr intrazelluläres Wasser an den Extrazellulärraum 
abzugeben und verringert somit die intrazelluläre Eiskristallbildung. Am Rande sei noch 
erwähnt dass DMSO zahlreiche andere Wirkungen hat, z. B. wirkt es entzündungshemmend, 
analgetisch, bakteriostatisch, diuretisch, vasodilatierend, muskelrelaxierend, usw.29  
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2.2.1b Glycerol 
1949 entdeckten Polge, Smith und Parkes die kryoprotektive Wirkung von Glycerol, während 
sie versuchten Hühnerspermien zu kryokonservieren.35 Kurz darauf  fand Mill Hill  heraus, 
dass die Anwesenheit von 15 % Glycerol im Friermedium von Hühnerspermatozoen eine 
Zellschädigung durch die Kryokonservierung verhinderte.17 In den folgenden Jahren zwischen 
1950-1960 wurden zahlreiche Artikel über die kryoprotektive Wirkung des Glycerols, bei den 
verschiedensten Zelllinien,  veröffentlicht.35 Glycerol wirkt ähnlich wie DMSO durch seine 
membranpenetrierenden Eigenschaften. Es führt in der Zelle zu einer Verdünnung des 
intrazellulären Wassers. Dadurch steht, während des Friervorganges (bei einer gegebenen 
Temperatur), eine geringere Menge Wasser für die Eiskristallbildung zu Verfügung. Es 
bewirkt,  ebenso wie  DMSO, eine Gefrierpunktserniedrigung. Glycerol wirkt zudem noch als 
Salzpuffer, so dass geringere osmotische Schäden auftreten.17 
 
 
2.2.2 extrazelluläre Kryoprotektiva 
Zu den extrazellulären Kryoprotektiva zählen: 
-Trehalose 
-Sucrose 
-Taurin 
-Hydroxyethylstärke 
-Polyvinylpyrrolidone 
Im Folgenden wird nur auf die beiden in der Arbeit verwendeten Kryoprotektiva, Trehalose 
und Taurin, eingegangen. 
 
2.2.2a Taurin und Trehalose 
Trehalose ist ein kleiner Zucker, es ist ein nicht reduzierendes Disaccharid der Glucose. 
Taurin ist eine Aminosäure. Trehalose und Taurin sollen beide eine Membran stabilisierende 
Wirkung ausüben. Es wird angenommen, dass Trehalose Wasserstoffbrückenbindungen mit 
den Kopfgruppen der Membranphospholipide eingeht. Des Weiteren  verhindert Trehalose 
den Übergang der Membranlipide von der flüssig-kristallinen Phase zur Gelphase, der 
normalerweise durch den reduzierten Wasseranteil induziert wird. Trehalose und Taurin 
verhindern auch das „Membranmixing“ während des Frierens, stabilisieren die Bilayer und 
verhindern die Aggregation von intramembranösen Partikeln. Das Membranmixing wird 
während des Frierens hervorgerufen, wenn die Integrität der Lipidbilayer durch 
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Eiskristallwachstum zerstört wird und die Membrankomponenten dehydriert werden. Dadurch 
erhöht sich der Anteil an Nonbilayer Phasen z. B. Hexagonalphasen. Diese Nonbilayer 
Phasen sind dann für die Fusionen untereinander verantwortlich. Trehalose und Taurin sollen 
das Auftreten der Monolayer verhindern.36 
 
 
2.3 Marker der Transdifferenzierung 
Während der Transdifferenzierung der hepatischen Sternzellen zu Myofibroblasten steigt die 
Expression von α-smooth-muscle-actin und CRP 2 an.37 Die Transdifferenzierung der 
hepatischen Sternzellen wird durch eine Vielzahl verschiedener Aktivierungsreize 
hervorgerufen. In vitro z.B. durch den Kontakt mit Plastikoberflächen, wie 
Zellkulturmaterialen. Um zu untersuchen, ob die Kryokonservierung ebenfalls einen 
aktivierenden Einfluss auf die hepatischen Sternzellen hat, werden diese Proteine, mittels 
Westernblot, aus den Zellysaten bestimmt. 
 
 
2.4 Marker der Apoptose 
Als Apoptose bezeichnet man den programmierten Zelltod. In Geweben dient die Apoptose, 
physiologischer Weise, zur Konstanthaltung der Zellzahl. Sie ist Gegenspieler der 
Zellproliferation. Beide Prozesse sind streng reguliert. Durch eine Dysregulation der 
Apoptose können eine Reihe an Erkrankungen hervorrufen werden, wie z.B. Krebsleiden, 
Autoimmunerkrankungen und neurodegenerative Erkrankungen.38  
Durch den Vorgang der Kryokonseriverung kann in Zellen Apoptose induziert werden. 
Apoptotische Zellen machen eine Reihe morphologischer und biochemischer Veränderungen 
durch. Diese erlauben es  apoptotische Zellen von lebenden und nekrotischen Zellen zu 
unterscheiden.39 
In der frühen Phase der Apoptose kommt es zu einer Translokation von Phosphatidylserin, 
von der inneren zur äußeren Zellmembran. Annexin V-FITC hat eine hohe Affinität zu 
Phosphatidylserin und kann daher gut zum Nachweis, dieser frühen Veränderung, verwendet 
werden.  
Der Nachweis von Caspasen in Zellen zeigt ebenfalls Apoptose an. Caspasen sind eine 
Gruppe von Enzymen, die in einer Zelle irreversibel den Zelltod induzieren. Sie werden als 
inaktive Zymogene in den Zellen gebildet und müssen während der Apoptose proteolytisch 
aktiviert werden.38 Zum Nachweis der aktivierten Caspasen dient z. B. das ApoAlert® Caspase 
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Fluorescent Assay Kit. Mit diesem wird aktive Caspase 3, als Zeichen von irreversibler 
Apoptose, nachgewiesen. 
Ebenfalls dem Nachweis von Apoptose dient die Bestimmung von p53, aus den Zellysaten 
der kryokonservierten HSC. p53 ist das Produkt eines Tumorsuppressorgens. Das Protein p53 
ist,  durch Aktivierung der Cystein-Proteinase, in der Lage Apoptose zu induzieren.40 
Iwamoto H. et al zeigten, dass die Expression von p53 in den HSC, nach der Induktion von 
Apoptose, durch die künstliche Aufhebung  von Zelladhäsionen, ansteigt.41 
 
 
2.5  Langzeitlagerung 
Für die Langzeitlagerung von kryokonservierten Zellsuspensionen kommt zum einen die 
Lagerung bei -80°C im Tiefkühlschrank, oder zum anderen die Lagerung bei -196 °C in 
Flüssigstickstoff, oder die Lagerung bei -160°C in  der Gasphase von flüssigem Stickstoff  in 
Frage.  
Während der Lagerung in flüssigem Stickstoff werden die biologischen Stoffwechselprozesse 
weitgehend eingestellt. Es kommt zur Akkumulation  sowohl der internen, als auch der 
externen Radioaktivität in den gefrorenen Zellen. Dies kann zur Bildung freier Radikaler und 
zu Brüchen oder Schäden in der DNA der Zellen führen.  Die meisten Zellen besitzen ein 
effizientes Reparatursystem zur Behebung (von durch Radioaktivität) hervorgerufener 
Schäden. Diese enzymatischen Reparatursysteme können bei -196°C jedoch nicht arbeiten. Es 
ist daher möglich, dass die, während der Langzeitlagerung, in den Zellen entstandenen 
Schäden akkumulieren und nachdem Auftauen manifest werden.42  
Pro Jahr sind die kryokonservierten Zellen jedoch nur einer radioaktiven Strahlung von 0,1 
rad ausgesetzt. Bei Raumtemperatur ist eine Strahlendosis von 200-400 rad nötig, um 63 % 
kultivierter Stammzellen abzutöten. Dies bedeutet, dass eine Lagerung der Zellen bei -196°C 
von 2000-4000 Jahre nötig wäre, um denselben Effekt zu erzielen. Zudem wird als 
Kryoprotektivum häufig DMSO verwendet, welches eine zusätzliche radioprotektive 
Wirkung besitzt. In Anwesenheit von DMSO im Friermedium könnten Zellen für 30.000 
Jahre bei -196°C gelagert werden, ehe sie einer schädigenden Gesamtdosis an Radioaktivität 
ausgesetzt wären.42, 34  
Die Lagerung bei -196°C bzw. bei -160°C ist daher, in Bezug auf radioaktive Schäden, 
unbedenklich und für die Langzeitkryokonservierung von Zellsuspensionen geeignet. Die 
Lagerung bei Temperaturen über -135°C führt zu Verlusten der Vitalität, während der 
Langzeitlagerung.34   
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3    Vorarbeiten 
 
3.1 Kryokonservieren von HSC in der Nalgene Kryobox  
Frisch aus der Rattenleber isolierte HSC wurden (in 1,5 ml Sardstedt Tubes) mit 70 % 
DMEM, 20 % FKS und 10 % DMSO, tiefgefroren. Die Zellzahl wurde auf 2,5 x 106 Zellen  
pro ml Freezemedium eingestellt. 
 
Abb.: 3.1.1: Nalgene „Mr Frosty“ Kryobox 
 
Mit der Nalgene Kryobox wird ein ungefährer Friergradient von -1°C pro Minute erzielt. 
Dafür muss die Nalgene Kryobox (bis zur Markierung) mit Ethanol aufgefüllt werden. Die zu 
konservierenden Proben werden hinzugesetzt,  die Box verschlossen und bei -80°C (für ca. 12 
h) gelagert. Die tiefgefrorenen Proben können im Anschluss, bei -80°C oder in flüssigem 
Stickstoff bei -196°C,  gelagert werden. 
 
Abb.: 3.1.2: Friergradient der „Mr Frosty“ Kryobox 
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In der Vorarbeit wurden die Proben, nach 12 h Lagerung bei -80°C, zügig im 37°C warmen 
Wasserbad aufgetaut und auf 6 Wellplatten mit einer Zellzahl von 300.000 Zellen/ Well, in  
80 % DMEM  und 20 % FKS, ausplattiert. Im Weiteren wurden sie, wie unter 5.2 
beschrieben, kultiviert. Die Vitalität wurde mit Trypan Blau bestimmt. Die Bestimmung der 
Plating- Efficiency erfolgte wie, unter 5.5, beschrieben. Eine Öl-Rot-Färbung wurde, wie 
unter 5.9 beschrieben, angefertigt. 
 
Ergebnisse: 
Bei dem mit der Nalgene Kryobox erzielten Friergradienten wurden, nach Trypan Blau Test, 
Vitalitätsraten von ca. 70 % erreicht.  Die Plating-Efficiency am Tag 1 betrug  jedoch unter 
0,5 %. Dies ließ auf eine starke Schädigung der HSC, während der Kryokonservierung, 
schließen. Die Trypan Blau-Färbung erlaubt eine Aussage über die Intaktheit der äußeren 
Zellmembran, jedoch nicht über Zellschäden, die im Inneren der Zelle auftreten. 
Diese Ergebnisse ließen schlussfolgern, dass während der Kryokonservierung zwar die äußere 
Zellmembran intakt blieb, im Inneren der Zelle jedoch  Schäden entstanden, in deren Folge 
die HSC zugrunde gingen. In der Öl-Rot-Färbung zeigte sich, dass die Lipidvakuolen der 
HSC aufgeplatzt waren und sich ihr Inhalt im gesamten Zytoplasma verteilt hatte.  
Für das Absterben der HSC ist vermutlich der Verlust der Integrität der Lipidvakuolen 
verantwortlich. Die Bedingungen für eine erfolgreiche Kryokonservierung müssen so gewählt 
werden, dass die intrazellulären Lipidvakuolen intakt bleiben. 
       
            
 
3.2 Kryokonservieren der HSC in der Nalgene Kryobox mit Trehalose und Taurin    
Um bessere Überlebensraten zu erzielen wurde ein Versuch mit Trehalose und Taurin, als 
zusätzliche extrazelluläre Kryoprotektiva, gestartet. Als Standard-Freezemedium wurde 70 % 
DMEM, 10 % DMSO und 20 % FKS verwendet. Trehalose und Taurin  wurden in einer 
Menge von 35,7 µg/ ml zugesetzt. Dis HSC wurden in der Nalgene Kryobox, mit einer 
Abb.: 3.1.3: HSC 1d Kontrolle Öl-Rot (x 200)  Abb.: 3.1.4: HSC 1d kryokonserviert Öl-Rot (x 200) 
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Zellzahl von 2,5 x 106 Zellen je ml Freezemedium, tiefgefroren. Gruppe 1 wurde in Standard-
Freezemedium tiefgefroren, Gruppe 2 in Freezemedium mit Trehalose, Gruppe 3 in 
Freezemedium mit Taurin und Gruppe 4 in Freezemedium mit Trehalose und Taurin. 
Die Kryokonservierung, sowie das anschließende Auftauen und Ausplattieren, erfolgte wie 
unter 3.1 beschrieben. Es wurde die Zellvitalität mit Trypan Blau, die Zellzahl nach dem 
Auftauen und die Plating-Efficiency am Tag 1 (nach dem Auftauen), bestimmt. 
 
Ergebnisse: 
Der erhoffte Erfolg, der extrazellulären Kryoprotektiva, blieb leider aus. Wir erzielten eine 
Restzellzahl nach dem Auftauen zwischen 60 % und 78 % der Ausgangszellzahl, die Vitalität 
war mit 74-77 % wiederum sehr hoch, die Plating-Efficiency am Tag 1 betrug jedoch bei 
allen 4 Gruppen wieder unter 0,5 %.  
Abb.: 3.2.1: Kryokonservierung in der Nalgene Kryobox: Restzellzahl, Vitalität, Plating-Efficiency 
 
 
Da die extrazellulären Kryoprotektiva nicht den gewünschten Erfolg brachten, wurde, im 
weiteren Verlauf der Arbeit, auf diese verzichtet. Als einziges Kryoprotektivum wurde 
DMSO in verschiedenen Konzentrationen ausgetestet. Von der Nalgene Kryobox, mit ihrem 
Kryokonservierung mit der Nalgene Kryobox 
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ungefähren Friergradienten von -1°C die Minute, wurde ebenfalls Abstand genommen. An 
Stelle dessen wurden gezielt verschiedene Friergradienten, mit dem Planer Biomed Kryo 
Serie II, ausgetestet. 
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4    Arbeitsmaterial  
 
4.1    Lösungen und Puffer  
 
Assaypuffer (für Proteinbestimmung) 
50 ml: 5,844 g NaCl, 0,3549 g Na2HPO4 und ca. 40 ml steriles H2O werden gemischt und mit 
H2PO3 ein pH von 7,4 eingestellt. Mit sterilem H2O auf 50 ml auffüllen. 
 
Blotting-Puffer (für Westernblot) 
5 g Milchpulver in 100 ml 1 x TBS auflösen und gut durchmischen. 
 
BSA-Standard für Proteinbestimmung 
BSA-Pulver wird mit sterilem H2O auf eine Konzentration von 1 mg/ml eingestellt. 
 
Diacetylfluoreszeinlösung (2 mg/ml) 
Es wird eine Stocklösung aus 2 mg DAF pro ml Aceton erstellt und bei -20°C zu 1 ml 
Aliquots aufbewahrt. 
 
DNA-Standard für DNA-Bestimmung (DNA-Stocklösung) 
40 mg Kalbsthymus werden über Nacht in ca. 100 ml Assaypuffer unter starkem Rühren 
gelöst. Der DNA-Gehalt der Lösung wird photometrisch bei λ 260 nm gegen Assaypuffer 
bestimmt. Eine OD von 0,6 entspricht 35 µg DNA/ml. Die Stocklösung wird aliquotiert und 
bei -20°C gelagert. 
 
DNA-Standardlösung 
DNA-Stocklösung durch Verdünnen mit Assaypuffer auf eine Endkonzentration von 2,5 
µg/ml einstellen. Aliquotiert bei -20°C lagern. 
 
DTT 
1,545 g DTT, 9967 µl H20 und 33 µl 3 M Natriumacetat pH 5,2 mischen, die Lösung steril 
filtrieren (0,2 µm) und zu 500 µl Aliquots bei -20°C lagern. 
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Fixierlösung Formol-Kalzium nach Baker 
10 ml Formol in 90 ml Aqua dest. lösen, indem zuvor 1 g gekörntes, wasserfreies 
Kalziumchlorid gelöst wurde. Vor Licht geschützt aufbewahren.  
 
H2O steril 
Elektrolytfreies Wasser abfüllen und autoklavieren. 
 
NaCl (5 M) 
200 ml: 58,44 g NaCl werden in 200 ml H2O gelöst, Lösung autoklavieren. 
 
NaOH (5 M) 
100 ml: 8 g NaOH-Plätzchen in 100 ml sterilem H2O lösen und in einer Polyethylenflasche 
lagern. 
 
NaOH (0,5 M) 
100 ml: 10 ml 5 M NaOH mit 90 ml sterilem H2O verdünnen. 
 
Oil-Red-O Stocklösung 
100 ml: 0,5 g Oil-Red-O in 100 ml 99 % Isopropylalkohol lösen. 
 
Oil-Red-O Gebrauchslösung 
6 ml Oil-Red-O Stocklösung mit 4 ml Aqua dest. mischen, für 5-10 min ruhen lassen. Die 
Lösung muss vor Gebrauch  immer frisch filtriert werden.   
 
PBS  Dulbecco 
(instamed 9,55 g/l, w/o Ca²+/Mg²+) 
9,55 g PBS in 1 l  sterilem H2O lösen. 
 
Propidiumjodid-Lösung (10 mg/ml) 
Es wird eine Stocklösung aus 10 mg PI pro ml HBSS hergestellt und bei 4°C vor Licht 
geschützt gelagert. 
 
Proteinlaufpuffer 1 x (für Westernblot) 
2 g SDS (20 %), 6 g Trizma base und 28,75 g Glycin werden in 2 l H2O gelöst. 
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SDS-gel-loading-Buffer (1x)  
(50 mM  Tris HCl, 2  % (w/v) SDS, 0,1  % (v/v) Bromphenolblaulösung, 10 % (v/v) 
Glycerol) 500 µl 1 M Tris-HCl  pH 6,8, 1 ml 20 % SDS, 1 ml 1 % Bromphenolblaulösung 
und 1 ml  Glycerol werden in 9 ml H2O gelöst. 
 
SYBR®-Green 
500 µl SYBR®-Green-Konzentrat (10.000 x) in 49,5 ml DMSO verdünnen, aliquotieren und 
Licht geschützt, bei -20°C, lagern. 
 
TBS (10 x) 
500 ml: 100 ml 1 M Tris-HCl pH 7,5, 150 ml 5 M NaCl auf  500 ml H2O auffüllen und 
autoklavieren. 
 
Transferpuffer (für Westernblot) 
5,82 g Tris, 2,93 g Glycin, 1,875 ml 20 % SDS und 200 ml Methanol p.a. werden in 1 l in 
H2O gelöst. 
 
Trichloressigsäure 20% 
1 l: 200 g TCA in 1 l H2O lösen und autoklavieren. 
 
Tris-HCl (1 M)  
100 ml: 12,11 g Tris-HCl in 80 ml H2O lösen, pH 7,5 mit konzentrierter HCl einstellen und 
mit H2O auf 100 ml auffüllen. 
 
Waschpuffer 5x (für Westernblot) 
1 l: 12,1 g Trizbase, 146,1 g NaCl, 25 ml Tween 20 und 2,5 ml NP 40 werden mit sterilem 
H2O gemischt und mit HCl auf pH 7,5 eingestellt. Die Lösung auf 1 l mit H2O auffüllen. 
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4.2.         Chemikalien 
 
Chemikalien    Firma Bestellnummer 
Accutase PAA Laboratories L 11-007 
Bromphenolblau Merck 8122 
BSA Sigma® A-2153 
CaCl2 Merck 2389 
Diacetylfluoreszein Sigma® F-7378 
DMEM Bio Whittacker Europe BE12-709F 
DMSO EGA-Chemie M8, 180-2 
DNA vom Kalbsthymus Sigma® D-1501 
FCS Gibco BRL 10270-106 
Formaldehydlösung 37 % Fluka 1093910  
HBSS PAA Laboratories H15-009 
HCl 1 M Merck 109.057 
Isopropanol/2-Propanol Merck 1.096.342.511 
L-Glutamin Bio Whittacker Europe BE17-605E 
Mayers Hämalaunlösung Merck 1.092.490.500 
Methanol p.A. Merck 106009 
Milchpulver Sucofin® Drogerieartikel 
Na2HPO4 Merck 106585 
NaCl Merck 1.064.045.000 
Nonidet P 40 (NP 40) Roche 1754599 
Oil-Red-O (25 g) Sigma®   O-0625 
PBS Dulbecco w/o Ca²+/Mg²+ Biochrom AG L 1835 
PBS Dulbecco w Ca2+/Mg2+ Biochrom AG L 1815 
Penicillin und Streptomycin Bio Whittacker Europe DE17-602E 
Ponceau S Sigma® P-3504 
Propidiumjodid Sigma® P-4170 
SDS Sigma® L-5770 
Taurin Sigma® T-8691 
Trehalose Sigma® T0167-10G 
Trichloressigsäure Merck 1000807 
Triton X-100 Sigma® T-6878 
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Trizma® base, Reagent Sigma® T 1503 
Trypan Blau 0,4 % 20 ml Sigma®   T 8154 
Trypsin EDTA 10x PAA Laboratories L 11-003 
Tween 20 Merck 8.221.840.500 
 
 
 
 
 
4.3      Spezielle Chemikalien 
 
 
spezielle Chemikalien Firma Bestellnummer 
Antikörper a-smooth-muscle-actin Cymbos Biotech. clone asm-1  
Antiköper CRP 2 
Eigene 
Herstellung 
  
Antikörper p 53 
Oncogene 
Research Products 
 clone Pab421 
Anti-Mouse IgG Santa Cruz  K 1403 
Anti-Rabbit-IgG Santa Cruz  H 302 
Antiköper ß-Aktin Sigma® A 54415  
Rotiszint® eco plus Szintillations-Flüssigkeit Roth® 0016.2 
Sea Blue Marker Invitrogen 
Lot SBB 
40219  
SYBR-Green-Konzentrat Molecular Probes S-7563 
[3H]-Thymidin 
Life Science 
Incorporation 
 3467-
938274224 
Tris-Glycin Gel 4-12 % anamed  4090172 
Tris-Glycin Gel 12 % anamed TG 12 110 
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4.4      Geräte 
 
• 1450 Microbeta Liquid scintilation & luminescence Counter, Fa. Wallac 
• Autoklav: Vacuklav 24®, Fa. Melag; Varioklav®, Fa H+P Labortechnik 
• Backofen: BT 5042 E, Fa. Heraeus 
• Biofuge stratos: Heraeus 
• Blot-Apparatur für Westernblot: Biometra® Fast Blot B33, Biometra 
• Brutschränke: BB 6220 (CU O2), Fa. Heraeus 
• Cytospin 3 Shandon 
• Gelelektrophoreseapparatur Westernblot-Gele: X Cell Sure Lock TM, Fa. Invitrogen 
• Gel-Photogerät: CN-UV/WL Vilber Lourmat, Fa. MWG-Biotech 
• Kamera für digitale, mikroskopische Aufnahmen: HV-C20, Fa. Hitachi; verwendete 
Software: Diskus 
• Kamera für Dia-Aufnahmen: Contax 167 MT 
• Kryoapperatur: Planer Biomed Kryo 10-16 Serie II, Messer Griesheim 
• Lumi ImagerTM (Roche Diagnoctics) 
• Mikroskop: Axiovert 135M, Fa. Zeiss 
• Mikroskop: DM LB, Fa. Leica 
• Mikrititerplattenrüttler: Biometra® WT 16 
• Neubauerkammer: Brand 718606 Tiefe 0,1mm 0,0025mm² 
• Stickstofftank: Biosafe® MD Messer 
• Ultrazentrifuge: Omnifuge 2.0RS: Heraeus Sepatech 
• Victor TM, 1420 Multilabelcounter, Fa. Wallac, verwendete Software: MultiCalc 
• Waagen: 1364 MP (bis 4 kg), LC 621 S (bis 620 g), 2004 MP (bis 166 g), Fa. 
Sartorius 
• Wasserbad: Lauda E 100 
• Westernblot-Analyse: Lumi Imager TM, Fa. Boehringer, Software: Lumi Analyst 
• Zellkultur Arbeitsplatz: Hera safe, HS 12 und HSP 12, Fa. Heraeus 
• Zentrifuge: Eppendorf Zentrifuge 5417 R, Eppendorf-Netheler-Hinz-GmbH 
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4.5      Verbrauchsartikel 
 
Verbrauchsartikel Firma Bestellnummer 
blaue Pipettenspitzen Kabe Labortechnik PB 1000 
Deckgläser, 21 x 26 mm Roth® H 876 
Eppendorf-Reaktionsgefäß, zuschraubbares Sarstedt 72.692.005 
Eppendorf-Reaktionsgefäß, 1,5 ml Sarstedt 72.690 
Falcon-Röhrchen, 25 ml Falcon® 352096 
Cellstar-Röhrchen, 50 ml Greiner 227261 
Filter 0,2 µl supormembrane Pall® Pharma Assure®  12887 
Flouro-Nunc TM Modules, 96 black well Nunc 475515 
Kanülen: Neolus 20 G ( 0,9 mm ) Ferumo® NN-2038 R 35 
gelbe Pipettenspitzen Sarstedt 70.760.002 
Kodakfilm 36 Bilder Kodak   
Multiwell TM (  6 well Platte ) Falcon® 353046 
Multiwell TM ( 12 well Platte ) Falcon® 353043 
Multiwell TM ( 24 well Platte ) Falcon® 353047 
Nunc cryoTubesTM Vials 1,8 ml Nunc 363401 
Objektträger 76 x 26 mm 
Medizin- und 
Labortechnik K 0123 b  
Parafilm® 4 In x 125 ft. Roll American National Can 9.170.005 
Pasteurpipetten Brand 747715 
Petrischalen 60 x 15 mm  Falcon 353004  
Petrischalen 100 x 20 mm Sarstedt  83.1802.003 
Spritze 50 ml Braun 8728810F 
Teflon-Gefäße    
nitrocellulose Membrane Sheet, 0,45 Micron Pierce 88018 
Whatman-Paper (0,45 µm Poren)    
Weisse Spitzen Sarstedt 70.1115.200 
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4.6      Kits 
 
Kits Firma 
Bestellnumme
r 
Annexin V Fluos Staining Kit Roche 1 858 777 
ApoAlert® Caspase Flourescent assay Kit Clontech K-2026-2 
Super-Signal® West Dura Extended Pierce 34075 
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5    Methoden 
 
5.1) Isolierung der hepatischen Sternzellen aus der Rattenleber 
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten HSC sind eine Primärkultur, die aus der 
Rattenleber isoliert werden. Als Versuchstiere nahmen wir männliche Sprague-Dawley Ratten 
(500-800 g); Harlan-Winkelmann GmbH, 33178 Borchen. Die HSC wurden, gemäß dem 
Protokoll, wie es in der Arbeit Schäfer et al. 1987 veröffentlicht wurde, isoliert.43 Eine 
aktuelle Zusammenfassung des Protokolls findet sich in der Arbeit: Isolation and Culture of 
Hepatic Stellate Cells, von  Weiskirchen und Gressner.45 
 
5.2) Zellkulturbedingungen 
Die Zellen wurden in Brutschränken bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit 
kultiviert. Als Medium wurde DMEM (mit 25 mM Hepes und 4,5 g/l Glucose ohne L-
Glutamin) mit 1 % Penicillin und Streptomycin (10.000 U/l Penicillin und 10.000 µg/l 
Streptomycin) sowie 2 % L-Glutamin (200 mM L-Glutamin in 0,85 % NaCl-Lösung) 
versetzt. Zum ausplattieren der Zellen, direkt nach der Isolation aus der Rattenleber, wurden 
zu diesem Standardmedium zusätzlich 20 % fetales Kälberserum gegeben. Für den 
Mediumwechsel am Tag 1 wurde Standardmedium mit 10% FKS verwendet. 
Die Zellen wurden je nach Bedarf auf 6-Well, 12-Well, 24-Well oder Petrischalen mit 
folgender Zellzahl und Volumina ausplattiert. 
 
Tabelle 5.2.1: Schema der Zellkultivierung 
  
24 Well 12 Well 6 Well 
Petrischale  
60 x 15 mm 
Petrischale 
100 x 20 mm 
Zellzahl 75.000 200.000 300.000  700.000 3x106 - 3,5x106 
Volumen in 
ml 1 1 2                        3 12 
 
Ein Mediumwechsel wird am Tag 1 (1. Tag nach  der Isolation und Aussaat) und dann alle 
zwei Tage vorgenommen. 
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5.3) Kryokonservierung der HSC 
 
5.3.1) Frierprotokoll  
Die HSC waren, nach der Isolation aus der Rattenleber, so stark angegriffen, dass das 
Kryokonservieren direkt nach der Isolation ohne Erfolg war. Daher wurden Versuche 
durchgeführt die HSC am Tag 5, 2 und 1, nach der Isolation, zu kryokonservieren.  
Die HSC wurden  am Tag 0 (Tag der Isolation aus der Ratenleber), wie unter 5.2 beschrieben, 
mit einer Zelldichte zwischen 3-3,5 x 106 Zellen in 13 ml Standardmedium auf Petrischalen 
(100 x 20 mm) ausplattiert. Am Tag 1 wurde morgens gegen 9.00 Uhr ein Mediumwechsel 
vorgenommen, wodurch  nicht adhärente Zellen entfernt  und  für die adhärenten Zellen 
bessere Bedingungen geschaffen wurden. 
Gegen 14.00 Uhr wurde zunächst die Plating-Efficiency bestimmt, anschließend  wurden die 
Zellen vorzugsweise mit Accutase von den Petrischalen abgelöst. Zum Ablösen der Zellen 
konnte auch Trypsin/EDTA verwendet werden, wobei das Ablösen mit Accutase  für die HSC 
schonender zu sein schien und bessere Ergebnisse lieferte. 
Das alte Medium wurde entfernt und  jede Petrischale  3 x mit 5 ml 37°C warmen HBSS mit 
Ca2+/ Mg2+ gewaschen. Anschließend gab man zu jeder Petrischale 1000 µl Accutase hinzu 
und inkubierte zwischen 15-20 min bei 37°C. Verwendete man Trypsin/EDTA wurde für ca. 
9 min bei 37°C inkubiert.  Die abgelösten Zellen, der einzelnen Petrischalen, wurden  in 
einem 50 ml Falkontube gepoolt. Die Petrischalen wurden mit 3-5 ml HBSS mit Ca2+/ Mg2+ 
(RT) nachgespült, die Spülflüssigkeit ebenfalls in dem Falkon-Tube aufgenommen. 
Zum Entfernen der Accutase bzw. des Trypsin/EDTA wurde bei 700 rpm und 4°C für 10 min 
zentrifugiert. Vorab wurde  das Volumen in dem Falkontube,  mit HBSS (w Ca2+/Mg 2+), auf 
30 ml eingestellt.  
Im Anschluss an die Zentrifugation wurde der Überstand  abgesaugt und das Zellpellet in 
Freeze-Medium resuspendiert.  
Das Freeze-Medium setzte sich zusammen aus 70 % Standardmedium (DMEM mit 1 % 
Penicillin und Streptomycin sowie mit 2 % L-Glutamin), 20 % FKS und 10 % DMSO. Das 
Volumen wurde so gewählt, dass man ca. 3-5 x 106 Zellen in 1000 µl Freeze-Medium 
resuspendierte. Die Zellen wurden für 10 min auf Eis mit dem Freeze-Medium inkubiert, 
damit das DMSO in die Zelle eindringen konnte.  Es folgte die Abnahme eines Aliquot zur 
Bestimmung der Zellzahl und der Vitalität. 
Für die Kryokonservierung wurde je 1 ml Zellsuspension  in 1,8 ml Nunc cryoTubesTm 
überführt, so dass pro Kryotube zwischen 3-5 x106 HSC tiefgefroren wurden. Die 
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Kryokonservierung erfolgte, nach in Abb.5.3.1 stehendem Friergradienten,  mit dem Messer 
Griesheim Planer Biomed Kryo 10-16 Serie II, bis -80°C. Die Lagerung der Zellen fand in 
flüssigem N2 bei -196°C statt.   
 
 
 
Tabelle 5.3.1: Programmierte Frierraten des optimierten Friergradienten 
 Starttemperatur 
°C 
Endtemperatur 
°C 
Eingestellter 
Friergradient 
°C/min 
1 +4 -8 -0,8 
2 -8 -20 -6 
3 -20 -40 -3 
4 -40 -80 -5 
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5.3.2) Auftauprotokoll 
Die Kryotubes wurden, um eine schnelle Taurate zu erzielen, im 37°C warmen Wasserbad 
aufgetaut. Die Zellsuspension  wurde dann in gekühlte Sarstedt-Tubes überführt. Zwecks der 
Entfernung des DMSO wurde bei 1200 rpm und 4°C für 5 min zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgesaugt und das Zellpellet in 1 ml  kaltem Standardmedium mit 10 % FKS 
resuspendiert 
Zu diesem Zeitpunkt wurden Aliquots zur Bestimmung der Zellzahl, Vitalität, Annexintest, 
usw. abgenommen. Die übrigen HSC wurden, je nach geplantem Versuch, nach dem unter 5.1 
stehendem Schema, ausplattiert. 
 
5.4) Kontrollgruppe 
Als Kontrollgruppe  wurden HSC verwendet, die nach demselben Verfahren, wie die 
kryokonservierten HSC, jeweils am Tag 5, 2 oder 1 mit Accutase bzw. Trypsin /EDTA 
abgelöst wurden. Nach der Zentrifugation wurden diese, statt in Freeze-Medium in 
Standardmedium mit 10 % FKS resuspendiert und nach Bedarf, nach obigem Schema, 
ausplattiert. 
 
 
5.5) Bestimmung der Plating-Efficiency 
Bei den HSC gab es immer eine Diskrepanz zwischen ausplattierter und später adhärenter 
Zellzahl. Dies hängt damit zusammen, dass HSC eine Primärkultur sind und durch eine 
enzymatische Andauung aus der Rattenleber isoliert werden. Bei diesem Vorgang wird stets  
ein Teil der HSC so geschädigt, dass sie nicht mehr in der Lage sind an die Platte zu 
adhärieren und absterben. Daher wurde, nach dem Mediumwechsel am Tag 1, eine 
Bestimmung der „Plating-Efficiency“ durchgeführt. Diese lag meist im Bereich zwischen 40-
60 %. 
Auch für die, während der Kryokonservierung, aufgetretene Zellschädigung ist die Plating-
Efficiency ein einfacher grober Marker. Aufgrund dessen wurde sie auch bei den 
kryokonservierten HSC, am 1.Tag nach dem Auftauen, bestimmt. 
Es wird mittels Raster-Okular im Lichtmikroskop (Axiovert 135M, Zeiss) aus je 6 
verschieden dicht bewachsenen Feldern die mittlere Zellzahl bestimmt. Die Berechnung 
erfolgt durch folgende Formel: 
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Die Umrechnugsfaktoren für die verschiedenen Plattengrößen sind: 
6-Wellplatten x 586                       Petrischale (100 x 20 mm) x 3967 
 
 
5.6) Färbung mit Propidiumjodid und Diacethylfluoreszein 
Die Färbung mit Propidiumjodid und Diacetylfluoreszein erlaubte eine Aussage über die 
Vitalität der HSC. Diacetylfluoreszein kann nur von vitalen Zellen verstoffwechselt werden, 
wodurch unter UV-Licht eine Grünfluoreszenz entsteht. Propidiumjodid hingegen kann nur in 
nekrotische Zellen eindringen und führt bei  Licht einer Wellenlänge zwischen 488-540 nm 
zu einer Rotfluoreszenz. 
Die Bestimmung der Vitalität erfolgte gleich nach dem Auftauen der HSC. Es wurde ein 
Aliquot so gewählt, dass man eine Zellzahl zwischen 5000-10.000 Zellen entnahm. Die 
Zellsuspension wurde, mit 200 µl HBSS mit Ca2+/Mg2+, in einem Sarstedt-Tube 
aufgenommen. Es schloss sich eine Zentrifugation bei 1200 rpm und 4°C für 5 min an. Der 
Überstand wurde abgezogen und das Zellpellet in 500 µl HBSS mit 0,5 µl PI und 0,5 µl FDA 
resuspendiert. Anschließend  wurde für 15 sec bei Raumtemperatur inkubiert und  nochmals, 
unter den gleichen Bedingungen, zentrifugiert. Der Überstand wurde wiederum abgezogen 
und das Zellpellet, in 20 µl HBSS, resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde auf einen 
Objektträger gebracht und mit einem Deckgläschen versehen. 
Die Zellen wurden unter einem Fluoreszenz-Mikroskop ausgezählt. Die rot erscheinenden 
Zellen (PI positiv) waren nicht mehr vital, die grün erscheinenden ( FDA  positiv)  vital. 
FDA wurde mit 485 nm Anregungswellenlänge und 515 nm Bandpass-Filter beurteilt, PI mit 
546 nm Anregungswellenlänge und 590 nm Bandpass-Filter. Die Aufnahmen wurden mit der 
Kamera HV-C20 und der Software Diskus gemacht.  
 
Abb. 5.6.1: FDA/PI-Färbung kryokonservierter HSC 
Mittelwert der gezählten Zellzahl x Umrechnungsfaktor x 100    
                                ausplattierte Zellzahl 
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5.7) Färbung mit Trypan Blau  
Die Färbung mit Trypan Blau erlaubt es eine Aussage über die Integrität der äußeren 
Zellmembran zu treffen. Bleibt die äußere Zellmembran, während des Kryokonservierens, in 
takt, kann kein Trypan Blau in das Zellinnere eindringen und die Zellen erscheinen ungefärbt, 
wird die äußere Zellmembran geschädigt, kann Trypan Blau in das Zellinnere eindringen und 
die Zelle erscheint blau.   
Bei einer Zellzahl von 3000 Zellen /µl setzte ich z. B. 10 µl Zellsuspension ein. Diese wurde 
1:10 verdünnt mit 40 µl HBSS mit Ca2+/Mg2+ und 50 µl Trypan Blau. Es ist auch möglich 
eine geringere Zellzahl einzusetzen, dann muss auf die Verdünnung verzichten werden. Die 
Zellsuspension wurde mit dem Trypan Blau vorsichtig durchmischt und zur Beurteilung 10 µl 
auf einen Objektträger gebracht. Die Zellen wurden unter einem Lichtmikroskop innerhalb 
von 2-3 min ausgezählt, da man bei einer längeren Inkubation falsch positive Ergebnisse 
erhält. Die blau erscheinenden Zellen waren nicht mehr vital, die ungefärbten Zellen vital. Die 
Aufnahmen wurden mit der Kamera HV-C20 und der Software Diskus gemacht.  
 
 
5.8) Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Kammer  
Zur Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer-Kammer wurde ein Aliquot der zu 
bestimmenden  Zellsuspension soweit mit HBSS verdünnt, dass man pro Eckquadrat (bei 
Einsatz von 10 µl Zellsuspension) ca. 100 Zellen erwarten kann. Von der verdünnten 
Zellsuspension wurden 10 µl in die Neubauer-Kammer eingesetzt, und die Zellzahl in allen 4 
Quadraten bestimmt. Die Gesamtzellzahl /µl der  Zellsuspension errechnet man wie folgt: 
 
 
5.9) Öl-Rot-Färbung der HSC 
Die Öl-Rot-Färbung wurde angewandt um die intrazellulären Lipidvakuolen der HSC sichtbar 
zumachen. Durch  Anfärbung (vor und nach dem Kryokonservieren) wurde es  möglich eine 
Aussage über die Veränderungen der Lipidvakuolen, während der Kryokonservierung,  
zumachen. 
Für die Öl-Rot-Färbung wurden die zu färbenden HSC, auf vorbehandelten Glasplättchen (21 
x 26 mm) mit einer Zellzahl von 200.000-300.000 in 2 ml Standardmedium (mit 10 % FKS), 
ausplattiert. 
Mittelwert der Zellzahl aus den 4 Eckquadraten x Verdünnungsfaktor x 10 
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Am darauf folgenden Tag wurden die Glasplättchen  3 x  mit je 2 ml 37°C warmen HBSS  (w 
Ca2+/ Mg2+) gewaschen.  
 Die Fixierung der Zellen erfolgte mit Fixierlösung nach Baker. Die Glasplättchen wurden mit 
2 ml Fixierlösung überschichtet und für 24 h bei Raumtemperatur aufbewahrt.   Nach 24 h 
wurde die Fixierlösung abgezogen und zum  Entfernen der restlichen Fixierlösung 3 x mit je 2 
ml Aqua dest. gewaschen. 
Für die Färbung wurde  frisch filtrierte Öl-Rot-Gebrauchslösung (2 ml pro Glasplättchen) 
verwendet. Für ein gutes Färbeergebnis war eine Inkubationszeit von 10 min bei RT 
erforderlich. Die Färbelösung wurde abgezogen, im Anschluss solange mit Aqua dest. gespült 
bis das Spülwasser klar war. 
Zur Kernfärbung wurde Mayers Hämalaunlösung verwendet. Die Glasplättchen wurden mit  2 
ml Mayers Hämalaunlösung (unverdünnt) für 2 min inkubiert. Die Lösung wurde wiederum 
abgezogen und solange mit Aqua dest. gespült  bis das  Spülwasser klar war.  
Die gefärbten Glasplättchen wurden dann unter fließendem kaltem Wasser 10 min gebläut. 
Mit dieser Färbemethode färbten sich die Fetttropfen rot, die Zellkerne blau, an. Die 
Aufnahmen wurden mit der Kamera HV-C20 und der Software Diskus gemacht.  
 
       
Abb. 5.9.1:   Öl-Rot-Färbung der HSC 
                      links:   Kontrollgruppe (x 1000) 
                      mitte:   Kryogruppe (x 400)  
                      rechts: Kryogruppe  geschädigt (x 400) 
 
5.10) Elektronenmikroskopie der HSC 
Die Elektronenmikroskopie diente ebenfalls der Beurteilung der Zellen vor und nach dem 
Kryokonservieren. Durch ihre enorme Vergrößerung (bis x 30000) ließen sich Aussagen über 
die Integrität zahlreicher intrazelluläre Organismen, der intrazellulären Lipidvakuolen und der 
äußeren Zellmembran treffen. Die  HSC wurden nach dem unter 5.3  beschriebenen Frier- und 
Auftauprotokoll kryokonserviert. Die Proben wurden, nach dem Schritt der Zentrifugation 
(zwecks der Entfernung des DMSO), nicht, wie in 5.3 beschrieben, in frischem 
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Standardmedium resuspendiert, sondern das Zellpellet  in 0,5 ml 3 % Glutaraldehyd fixiert. 
Die Kontrollgruppe wurde wie unter 5.4 behandelt und nach der Zentrifugation ebenfalls, statt 
in Standardmedium, in 0,5 ml 3 % Glutaraldehyd fixiert. Die Proben wurden im Anschluss, 
durch das Institut der Neuropathologie (Abteilung EM der RWTH-Aachen, unter der Leitung 
von Dr. Günther Hollweg) weiterverarbeitet.  
 
      
Abb. 5.10.1: Elektronenmikroskopie der HSC  
                      links: Kontrollgruppe 5 d  (x 6.500)          rechts: Kryogruppe 5 d (x 11.000) 
 
 
5.11) Zytospin 
Der Zytospin diente dazu nicht adhärierende HSC auf einen Objektträger zu fixieren. Er 
wurde verwandt um eine Öl-Rot-Färbung, der nicht adhärenten bzw. der durch die 
Kryokonservierung geschädigten HSC, anfertigen zu können. Damit erlangten wir die 
Möglichkeit auch über die Lipidvakuolen der geschädigten HSC eine Aussage zu machen. 
Für den Zytospin wurden 5.000-8.000 Zellen benötigt. Das Aliquot der  Zellsuspension wurde 
mit Standardmedium (10 % FKS) auf ein Volumen von 500 µl  eingestellt. Im Zytospin 
wurde für 12 min bei 800 rpm zentrifugiert, anschließend hafteten die Zellen am Objektträger. 
Die Öl-Rot-Färbung wurde wie in 5.9 beschrieben angefertigt. Die Aufnahmen wurden mit 
der Kamera HV-C20 und der Software Diskus gemacht.   
                   
Abb. 5.11.1: Zytospin der HSC, Öl-Rot-Färbung (x 200) 
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5.12) Ansetzen von Glasplättchen (21 mm x 26 mm) für den Zellkulturgebrauch 
Die Deckgläser (100 Stück) wurden in einer Glasschale mit 25 %-iger Salzsäure bedeckt,    
abgedichtet und für 8 h bei 37°C geschüttelt. Nach Ablauf der 8 h wurde die Salzsäure 
entfernt und die Glasplättchen unter fließendem kaltem Wasser 10 min gewässert. 
Anschließend wurden die Glasplättchen 3 x mit Millipore Wasser und 3 x mit Ampuwa 
gespült. Daran schlossen sich zwei Waschgänge mit 70 % Ethanol an. Die Aufbewahrung der 
Glasplättchen erfolgte bis zu ihrem Gebrauch in 70 % Ethanol bei 4°C. 
12-48 h vor Gebrauch der Glasplättchen wurden die Glasplättchen unter sterilen Bedingungen 
dem Ethanol entnommen. Sie wurden 2 x mit sterilem H2O gewaschen, anschließend in der 
Gasbrennerflamme entkeimt und in 6-Wellplatten gegeben. Jedes Glasplättchen wurde mit 2 
ml Standardmedium mit 40 % FKS  überschichtet und für 12-48 h (bis zur Zellaussaat) bei 
37°C inkubiert. 
 
 
5.13) Proliferationsessay in 24 Wellplatten 
Der Proliferationsessay diente zum Vergleich der Stoffwechselaktivität der HSC vor und nach 
dem Kryokonservieren. Die Kontrollgruppe wurde gemäß den unter 5.4 beschriebenen 
Bedingungen, die Kryogruppe gemäß dem unter 5.3 beschriebenen  Frier- und 
Auftauprotokoll behandelt. Ausplattiert wurden beide Gruppen  mit einer Zellzahl von 75.000 
Zellen in 24-Wellplatten mit 1 ml Standardmedium (10 % FKS), und für 24 h bei 37°C 
inkubiert. 
Nach 24 h wurde der [3H]-Thymidin-Einbau gestartet. Die Aktivität sollte 2 µCi/ ml betragen. 
Es wurde [3H]-Thymidin der Firma Life Science Incorporation (5 mCi/ 5ml) eingesetzt. Zur 
Herstellung des radioaktiv markierten Mediums wurden pro ml Standardmedium (10 % FKS)  
2 µl [3H]-Thymidin hinzugegeben. Das Standardmedium wurde abgezogen und je Well 1 ml 
[3H]-Thymidin markiertes Medium eingesetzt. Der [3H]-Thymidin-Einbau erfolgte für 48 h 
bei 37°C, 5 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit.  Zum Stoppen des Einbaus wurde das 
radioaktiv markierte Medium abgezogen und die HSC anschließend 3 x mit je 1 ml HBSS (w 
Ca2+/Mg2+) gewaschen.  Zu diesem Zeitpunkt konnten die HSC, falls nötig, bis zur weiteren 
Verarbeitung bei -20°C aufbewahrt werden. 
Im Rahmen der [3H]-Thymidin-Aufarbeitung  wurde eine Bestimmung der  DNA-Menge und 
des [3H]-Thymidin-Einbaus durchgeführt, da die Einbaurate  bezogen wurde auf µg DNA.  
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Bestimmung der DNA-Menge 
Zu jedem Well wurden 100 µl Trypsin/EDTA 5 x und 100 µl DNA-Puffer hinzu gegeben und 
bei 37°C für 30 min inkubiert. Nach 30 min wurde im Mikroskop beurteilt, ob sich alle Zellen 
von der Platte gelöst hatten. War dies der Fall wurden je 800 µl DNA-Puffer hinzu gegeben 
und eine single-cell Suspension hergestellt. Parallel dazu wurde, mit einem DNA-Standard, 
eine DNA-Standardreihe angefertigt. Als DNA-Stocklösung diente 40 mg Kalbsthymus 
aufgelöst in 100 ml Assaypuffer. Der DNA-Gehalt der Stocklösung wurde über A260 nm 
Messung im Photometer bestimmt. Eine OD von 0,6 entspricht 35 µg DNA. Die Stocklösung 
wurde durch Verdünnung mit Assaypuffer auf 2,5 µg/ml eingestellt. 
 
Tabelle 5.12.1: Pipettierschema der DNA-Standardeihe 
  Standard   
       Nr. 
  Standard (2,5µg/ml) 
                   µl 
Assaypuffer 
        µl       
                 DNA 
    (ng/Testansatz/200 µl) 
    Blank 0 200 0 
1                    2,5  197,5 6,25 
2 5 195 12,5 
3 10 190 25 
4 20 180 50 
5 40 160 100 
6 80 120 200 
7 160 40 400 
8 200 0 500 
 
Für jedes Well wurde eine Doppelbestimmung in  schwarzen 96-Wellplatten durchgeführt. 
Pipettiert wurden maximal 200 µl der Probe, wurden weniger als 200 µl eingesetzt, wurde mit 
DNA-Puffer auf 200 µl aufgefüllt. (In der vorliegenden Arbeit wurden 100 µl Probe +100 µl 
Assaypuffer eingesetzt). Je Well wurden 10 µl Sybr-Green zugesetzt und unter 
Lichtausschluss kurz auf  dem Mikrotiterplattenschüttler gemischt. 
Gemessen wurde bei einer Anregungswellenlänge von 485 nm und Emission 525 nm im 
Victor Multilabel Counter. 
 
 
Bestimmung des [3H]-Thymidin-Einbaus 
Zur Bestimmung der Proteinsynthese gab man je Well 30 µl BSA-Carrier hinzu (20 mg/ml) 
und schwenkte vorsichtig, wodurch  die DNA-Fällung gestartet wurde. Nach der Zugabe von 
500 µl eiskalter 20 % Trichloressigsäure wurden die 24-Wellplatten mit Folie abgeklebt und 
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für 2 h oder über Nacht bei 4°C  die Proteine gefällt. Anschließend wurde bei 3000 rpm und 
4°C für 30 min zentrifugiert und der klare Überstand  abgezogen. Es blieb ein weißes 
Präzipitat zurück, welches in 100 µl 0,5 M NaOH aufgelöst wurde. Eine erneute 
Proteinfällung wurde durch die  Zugabe von 1 ml eiskalter 20 % TCA  gestartet. Der Ansatz 
wurde wieder mit Folie abgeklebt und bei 4°C  für ca. 40-60 min gefällt. Die Fällung war 
beendet, wenn der Überstand über dem weißen Präziptat sich klärte, dies dauerte ca. 30-60 
min. Es schloss sich eine erneute Zentrifugation unter den gleichen Bedingungen an. Der 
Überstand wurde abgezogen, das Präzipitat in 300 µl 0,5 M NaOH gelöst. Für die Messung 
wurde die gesamte Probe in  4 ml Szintillationsgefäße pipettiert und 3 ml Roti Szint Ecco Plus 
hinzu gegeben. Die Szintillationsgefäße wurden mit dem Deckel verschlossen, alles gut 
durchmischt und die Radioaktivität mit dem Wallac Multicounter 5 min Expositionszeit 
gemessen.  
 
 
5.14) Herstellung von Proteinlysaten aus HSC-Kulturen für Westernblot  
Die Angaben beziehen sich auf Petrischalen (60 x 15 mm) mit einer Zelldichte von ca. 
400.000 Zellen (ausplattiert wurden 700.000 in 3 ml Standardmedium mit 10 % FKS). Zur 
Herstellung der Proteinlysate wurden die HSC  3 x mit HBSS (wo Ca2+/Mg2+) gewaschen, 
und dann mit 200 µl SDS-gel-loading-buffer versetzt. Die Zellen wurden, mit Hilfe eines 
Spatels, von der Platte gelöst und in ein 1,5 ml Eppendorff-Reaktionsgefäß überführt. Die 
Proben wurden für 10 min bei 95°C inkubiert. Zum Scheren der chromosomalen DNA 
wurden die Lysate 5 x durch eine Kanüle gezogen. Angeschlossen wurde eine Zentrifugation 
für 5 min bei 14.000 rpm und Raumtemperatur. Der Überstand wurde bei -20°C in neuen 1,5 
ml Eppendorff-Reaktionsgefäßen gelagert. 
 
 
5.15) Proteinbestimmung 
10 µl Proteinlysat wurden mit 790 µl sterilem H2O gemischt, 200 µl Bio-Rad Protein Assay 
hinzugefügt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Während der Inkubation wurde eine 
Proteinstandardreihe nach folgendem Schema mit einer Proteinlösung von 1 µl BSA/µl H2O 
erstellt. 
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Proteinstandardreihe
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Abb. 5.15.1: Graph einer Proteinstandardreihe 
Tabelle 5.15.1: Pipettierschema der Proteinstandardreihe 
 1 2 3 4 5 6 7 
H2O µl 800 798 796 794 792 790 788 
BSA-Standard 
µl 
0 2 4 6 8 10 12 
Proteinmenge 
µg 
0 2 4 6 8 10 12 
 
Die Quantifizierung wurde photometrisch durchgeführt. Zum Nullabgleich wurden 800 µl 
steriles H2O mit 200 µl Bio-Rad Protein Assay verwendet. Gemessen wurde bei einer 
Wellenlänge von λ= 595 nm. Die Messwerte wurden graphisch gegeneinander aufgetragen. 
Mithilfe des Graphen konnten die Messwerte, der unbekannten Proteinkonzentrationen, 
definierten Proteinmengen zugeteilt werden. 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
5.16) Western-Blot 
Der Western-Blot diente dem Nachweis ausgewählter  Proteine aus Zellysaten. Er erlaubt 
sowohl qualitative, als auch quantitative Aussagen über das untersuchte Protein. 
Es wurde ein 4-12 % Tris-Glycin-Gel (Anamed) verwendet. Vor dem Auftragen auf das Gel 
wurden die Proteinlysate bei 95°C für 3-5 min aufgekocht um ihre Viskosität herabzusetzen.  
Je Probe wurden 10 µl Zellysat auf das Gel aufgetragen, zudem 10 µl Sea-Blue-Marker 
(wurde nicht mit aufgekocht). Die Gelkammer wurde mit Proteinlaufpuffer gefüllt und die 
Proteine bei 39 mA für ca. 2 h  aufgetrennt. Anschließend wurden die Taschen und Ränder 
vom  Gel entfernt. Es schloss sich ein  Semi-Dry-Blot bei 42 mA  für 2 h in der Biometra® 
Fast Blot B33 Apparatur an. Als Membran wurde eine Nitrocellusosemembran (6,5 x 8 cm) 
mit 0,45 µm Poren verwendet, diese wurde in H2O für 5 min eingeweicht. Whatmanpaper 
derselben  Größe wurde kurz in Transferpuffer eingeweicht, das Gel ebenfalls, jedoch für 5 
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min.  Bei der Blotting-Apparatur stellte die Basis den Minuspol, der Deckel den Pluspol dar. 
Daher wurden drei in Transferpuffer eingeweichte Whatman-Paper, gefolgt von dem 
eingeweichten Gel, die Membran und zum Schluss wiederum drei eingeweichte Whatman-
Paper, auf die Apparatur geschichtet.  
Wichtig war, dass sich keine Luftblasen zwischen den einzelnen Schichten befanden. 
Nach dem Blotten wurde die Membran mit Ponceau S eingefärbt, um den Blotting-Erfolg zu 
überprüfen. Anschließende wurde die Membran mit Aqua dest. wieder entfärbt, und  über 
Nacht in Magermilch bei 4°C geblockt. Die Inkubation mit dem Erstantiköprer (Verdünnung 
bei p 53 1:500; bei α-smooth-muscle-actin, CRP 2 und ß-Aktin 1:1000) erfolgte je Membran 
in 12 ml  Magermilch  (+ jeweiligen Erstantikörper) für 2 1/2 h bei RT schütteln. Es folgten 
vier Waschschritte mit 1 x Waschpuffer für je 5 min. Die Inkubation mit dem Zweiantikörper 
(Anti-mouse-IgG bei α-smooth-muscle-actin, p53 und ß-Aktin; Anti-rabbit-IgG bei CRP 2; 
Verdünnung je  1:5000) erfolgte in, je Membran, 8 ml TBS 1 x und 4 ml Magermilch (+ 
jeweiligen Antikörper), für ebenfalls 2 1/2 h bei RT. An die Inkubation schlossen sich wieder 
vier Waschschritte mit 1 x Waschpuffer für 5 min an. Zum Messen des  Sekundärantikörper-
Signals wurde  die Membran  mit je 800 µl Signal Imager Dura West Entwicklungslösung  für 
2 min inkubiert und dann mit dem Lumi-Imager detektiert. Die Entwicklungslösung setzt sich 
zusammen aus 400 µl Luminol/Enhancer Solution und 400 µl Perioxide Buffer. 
 
 
5.17) Annexin-Färbung 
Die Annexinfärbung diente der Untersuchung ob, durch die Kryokonseriverung der HSC, 
Apoptose in den Zellen induziert wurde. Für die Annexin-Färbung wurde das Annexin-V-
FLUOS Staining Kit der Firma Roche verwendet. Bei apoptotischen Zellen kommt es (in der 
frühen Phase der Apoptose) zu einer Translokation von Phosphatidylserin von der inneren zur 
äußeren Zellmembran. Das im Kit vorhandenem Annexin-V-Fluoreszein ist ein Ca2+ 
abhängiger Phospholipidbinder, mit einer hohen Affinität zum Phosphatidylserin.  
Daher kann es als sensitiver Marker für frühe Apoptose verwendet werden. Bei einer 
Wellenlänge von 488 nm führt es zu einer grün Fluoreszenz. Um die apototischen Zellen von 
bereits nekrotischen Zellen abzugrenzen, bei denen aufgrund des Zellmembrandefekts auch 
Phosphatidylserin auf der äußeren Membran zu finden ist, wird mit Propidiumjodid gegen 
gefärbt. Propidiumjodid dringt in die nekrotischen Zellen ein, und führt bei einer Wellenlänge 
zwischen 488-540 nm zu einer roten Fluoreszenz. 
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Die HSC wurden auf vorbehandelten Glasplättchen mit einer Zellzahl von 300.000/ 6-Well 
ausplattiert. Als Annexin negativ Kontrolle wurden unbehandelte HSC verwendet, für die 
Annexin positiv Kontrolle wurden HSC mit pfu Ad5-CMV-p53 infiziert. Das 
Infektionsmedium bestand aus 96 % DMEM, versetzt mit 4 % Hitze modifiziertem FKS. Es 
wurde mit Virusstocklösung auf eine Konzentration von 2 x 108 pfu/ml eingestellt. Pro 6 Well 
wurden 800 µl Infektionsmedium eingesetzt. Die Virusinfektion wurde nach 20 h durch 
abziehen des Mediums und Zugabe von Standardmedium mit 10 % FKS beendet. 
Die Annexin-Färbung wurde 8 h nach dem Mediumwechsel durchgeführt. Bei der negativ 
Kontrolle und der Kryogruppe wurde ebenfalls, 24 h nach der Zellaussaat, ein 
Mediumwechsel durchgeführt und 8 h danach gefärbt. 
Die Ansätze wurden nacheinander bearbeitet, je Glasplättchen wurden 100 µl Labeling 
solution verwendet. Die Labeling solution (für 10 Wells) setzt sich zusammen aus 20 µl 
Annexin-V-Fluos labeling reagent, 1 ml Incubation puffer und 20 µl Propidium iodide 
solution. 
100 µl labeling solution wurden auf einen Objektträger getropft, das mit HBSS gewaschene 
Glasplättchen mit der Zellseite nach unten auf den Objektträger gegeben, 10-15 min bei RT 
inkubiert und dann mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.  Die Aufnahmen wurden mit 
der Kamera HV-C20 und der Software Diskus gemacht.   
                          
Abb. 5.17.1: Annexin-Färbung Kryogruppe (x 100) 
                      links: UV-Licht                                             rechts: Lichtmikroskop 
                   
Abb. 5.17.2: Annexin-Färbung positiv Kontrolle (x 200) 
                      links: UV-Licht                                             rechts: Lichtmikroskop 
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Abb. 5.17.3: Annexinfärbung negativ Kontrolle (x 100) 
                      links: UV-Licht                                              rechts: Lichtmikroskop 
  
 
5.18) Caspase-Assay 
5.18.1 Caspase-Messung 
Der Caspase-Assay diente ebenfalls der Untersuchung ob, während der Kryokonservierung, 
Apoptose in den HSC induziert wird. Für die Caspase 3 Messung wurde das Apo Alert CPP 
32 Fluoreszenz Assay Kit  der Firma Clontech, gemäß der Herstelleranleitung verwendet. Die 
Durchführung fand in 24 Wellplatten mit einer Zelldichte von 50.000 HSC/ Well statt. Die 
Zellen wurden in 4-fach Bestimmung nach unten stehendem Schema behandelt. Da eine 
Beziehung zwischen gemessener Caspase Aktivität und Zellzahl der untersuchten Zellysate 
hergestellt werden musste, wurde die DNA-Menge aus identisch behandelten HSC bestimmt.  
 
 
                 
Platte 1: Caspase-Messung                        Platte 2: DNA-Bestimmung 
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Abb. 5.18.1.1: 
Schema der HSC-Behandlung  
(24 Wellplatte, leere Wells nicht 
dargestellt) 
 
 
1: unbehandelte HSC 
 
2: HSC Ad5-CMV-p53 
    infiziert, versetzt mit CPP 
    32 Inhibitor 
 
3: kryokonservierte HSC  
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5.18.2 DNA-Bestimmung mittels Sybr-Green 
Zur Bestimmung der DNA-Menge in den einzelnen Zellysaten war das ansetzen einer DNA-
Standardreihe erforderlich. In eine schwarze 96-Wellplatte wurde die Standardreihe wie in 
Abb. 5.11  pipettiert. Verwendet wurde DNA vom Kalbsthymus, 40 mg Kalbsthymus wurden 
in 100 ml Assaypuffer über Nacht unter starkem Rühren bei RT gelöst. Der DNA-Gehalt 
wurde mittels  A260 nm  Messung im  Photometer  bestimmt.  Diese  Stocklösung  wurde  bei   
-20°C gelagert. Für die DNA-Standardreihe wurde die Standardlösung, durch Verdünnung 
mit Assaypuffer, auf 2,5 µg/ml eingestellt. 
 
Tab. 5.18.2.1: Pipettierschema der DNA-Standardreihe 
 
 
µl Standard  µl Assaypuffer DNA(ng/Testansatz/200 
µl) 
Blank 0 200 0 
1 2,5 197,5 6,25 
2 5 195 12,5 
3 10 190 25 
4 20 180 50 
5 40 160 100 
6 80 120 200 
7 160 40 400 
8 200 0 500 
 
Um den DNA-Gehalt der HSC zu messen  wurden die HSC in der 24-Wellplatte 2 x mit 
HBSS (wo Ca2+/Mg2+) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit Assaypuffer und 1 x 
Trypsin  (200 µl je Well) abgelöst. Die je 200 µl Zellsuspension wurden in die freien 
Kavitäten der schwarzen 96-Wellplatte pipettiert , setzt man eine geringere Menge der Probe 
ein, so wird mit Assaypuffer auf ein Volumen von 200 µl ergänzt. Je Well wurden 10 µl Sybr-
Green zugegeben, auf dem Mikrotiterplattenrüttler unter Lichtausschluss kurz gemischt und  
im Wallac Victor 1420 Multilabel Counter (Anregungswellenlänge 485 nm, Emission 525 
nm) gemessen. Die DNA-Konzentration wurde im Multicalc Programm errechnet und 
ausgedruckt.   
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5.19) BrdU-Zellproliferationsmessung 
Zur Bestimmung der Zellproliferation bei unbehandelten und kryokonservierten HSC wurde 
das BrdU-Elisa Kit (colorimetrisch) verwendet. Die Kontrollgruppe (unbehandelte HSC) 
wurde wie unter 2.4 beschrieben, die kryokonservierten HSC nach dem unter 2.3  
dargestellten Frier- und Auftauprotokoll, behandelt. Die Messung wurde in 12 Wellplatten 
mit einer Zelldichte von 60.000 Zellen pro Well durchgeführt. Da eine Beziehung zwischen 
gemessener Proliferationsaktivität und der Zellzahl hergestellt werden sollte, wurde eine 
DNA-Bestimmung mittels Sybr-Green, aus identisch ausplattierten Zellen, durchgeführt. Die 
DNA-Bestimmung wurde, wie unter 5.18.2 beschrieben, durchgeführt.  Markiert wurden die 
Zellen mit der BrdU-Labeling Solution mit einer Endkonzentration von 10 µm BrdU für 24 h. 
Die Labeling solution wurde dafür 1:1000 mit Standardmedium (10 % FKS) verdünnt und je 
1 ml in jedes 24-Well pipettiert. Nach der 24-stündigen Markierung wurde das Medium 
abgezogen. Im Anschluss 1 x mit HBSS (wo Ca2+/Mg2+) gewaschen, und die Platten auf 
Tissue ausgeklopft. In jedes Well wurden  250 µl Fix-Denat-Solution gegeben und für  30 min 
bei RT inkubiert. Währenddessen wurde die benötigte Menge der Anti-BrdU-Solution 1:100 
verdünnt. Nach dem Absaugen der Fix-Denat-Solution wurden die Platten erneut ausgeklopft. 
Es wurden 250 µl  BrdU-Antiköper-Arbeitslösung zugegeben und für 90 min bei RT 
inkubiert. Die  Antikörperlösung wurde abgezogen, 3 x mit HBSS (wo Ca2+/Mg2+) gewaschen 
und die Platten wiederum ausgeklopft. 200 µl Substratlösung wurden je Well zugegeben und 
200 µl Substrat als Substratblank in ein Eppendorffcup pipettiert. Die Platten wurden  
geschüttelt bis die  Farbentwicklung intensiv genug war (ca. 5-10 min). Es wurden 50 µl 
Stoplösung zugegeben und kurz gemischt, zum Substratblank wurden ebenfalls 50 µl 
Stoplösung zugegeben und gemischt.   
Die Messung der Absorption erfolgte bei A450-650 nm mit Substratblankkorrektur. 
 
 
5.20) Behandlung von HSC in Teflon 
Frisch isolierte HSC wurden für 6 h und 12 h in Standardmedium mit 20 % FKS in 
Teflonbehältern (2 x 106 HSC je Gefäß) inkubiert. Im 
Anschluss wurden sie auf  6 Wellplatten mit einer 
Zelldichte von 300.000/Well und 2 ml Standardmedium 
mit 20 % FKS ausplattiert. Nach 24 h wurden ein 
Mediumwechsel auf 10 % FKS vorgenommen,  8 h 
später wurde die Plating-Efficiency bestimmt. 
Abb. 5.20.1  Teflon-Tönnchen 
4 cm 
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Aufnahmen wurden mit der Kamera HV-C20  und der Software Diskus gemacht. 
 
5.21) Simulation: Verschicken der HSC auf Trockeneis 
Die HSC wurden, nach dem unter 5.3.1 beschriebenen Frierprotokoll, bis – 80°C tiefgefroren, 
anschließend für 10 d bei -80°C bzw. bei -196°C gelagert. Im Anschluss (an die 10 d 
Lagerung) wurden  die Zellen, für 24 h auf Trockeneis, in einer Polystyrolbox verpackt. Dies 
simuliert das Verschicken der HSC auf Trockeneis. Nach Ablauf der 24 h wurden die HSC, 
wie unter 5.3.2 beschrieben, aufgetaut und ausplattiert. Es folgte eine Bestimmung der 
Zellzahl, der Vitalität (Trypan Blau), der Plating-Efficiency, sowie eine Färbung mit 
Propidiumjodid und FDA. 
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6    Ergebnisse 
 
 
6.1 Kryoprotektiva 
In der vorliegenden Arbeit wurde als Kryoprotektivum, wie in Kapitel 3 unter Vorarbeiten 
erwähnt, ausschließlich DMSO verwendet. DMSO als intrazelluläres Kryoprotektivum wird 
meist in einer Konzentration von ca. 5-15 % verwendet. Die Exposition der Zellen mit  
DMSO, vor der Kryokonservierung, sollte so kurz wie möglich ausfallen. Da DMSO sehr 
schnell die Membranen penetriert, sollte es nach spätestens 15 min in das Zellinnere gelangt 
sein.24  
Im Folgenden wurde zunächst die optimale DMSO-Konzentration für die Kryokonservierung 
der HSC ermittelt. Im Anschluss daran wurde der Einfluss der Expositionszeit auf die 
Überlebensrate untersucht. 
 
6.1.1 Variation der DMSO-Konzentration im Friermedium 
Hepatische Sternzellen der Ratte wurden, nach ihrer Isolation aus der Rattenleber, für 5 d 
kultiviert. Am 5. Tag wurden sie mit Trypsin/EDTA von den Petrischalen abgelöst und 
entweder in 8 % DMSO, 72 % DMEM und 20 % FKS, oder in 10 % DMSO, 70 % DMEM 
und 20 % FKS kryokonserviert. Die Kryokonservierung erfolgte, nach dem unter 5.3  
dargestellten Kryoprotokoll, bis -80°C. Ein Aliquot je Gruppe wurde sofort nach der 
Kryokonservierung wieder aufgetaut, das andere Aliquot für 24 h bei -80°C gelagert. Die 
Proben wurden im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. 
Es zeigte sich, dass die Variation von 2 % DMSO keinen Einfluss auf die Vitalitätsrate und 
wichtiger noch die Plating-Efficiency der HSC hat. In der Gruppe, die sofort nach der 
Kryokonservierung  wieder  aufgetaut  wurde, erzielten  die  HSC eine Plating-Efficiency von 
 95 %. Die Gruppe, die für 24 h bei -80°C gelagert wurde, zeigte Einbußen in der Plating-
Efficiency von  beinahe 60 %. Diese Verluste lassen vermuten, dass die Lagerung bei -80°C 
nicht für die Langezeitlagerung der HSC geeignet ist. Da die Variation der DMSO-
Konzentration im Bereich von 2 % keinen Einfluss auf die Plating-Efficiency zeigte, und die 
Rate sehr zufrieden stellend war, wurde in den weiteren Versuchen 10 % DMSO dem 
Standardfriermedium zugesetzt. Das Standardfriermedium setzt sich demnach aus 10 % 
DMSO, 20 % FKS und 70 % DMEM zusammen. 
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Variation der DMSO-Konzentration: Plating-Efficiency
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Abb.: 6.1.1.1: Variation der DMSO-Konzentration, Plating-Efficiency 
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6.1.2 Variation der DMSO-Expositionszeit  vor dem Kryokonservieren 
Um den Einfluss der DMSO-Expositionszeit auf die Überlebensrate der HSC, nach der 
Kryokonservierung, zu untersuchen, wurden  1 d kultivierte HSC verwendet. Diese wurden 
mit Trypsin/EDTA oder Accutase von den Petrischalen abgelöst und im Anschluss mit 
Friermedium (10 % DMSO, 20 % FKS, 80 % DMEM) versetzt. Eine Gruppe wurde sofort, 
mit dem unter 5.3.1 beschriebenen Kryoprotokoll, kryokonserviert, die andere Gruppe wurde 
vorab (10 min auf Eis) mit dem  Friermedium  inkubiert. Alle  Gruppen  wurden  für  24 h  
bei  
-196°C gelagert und im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut. 
Da die Expositionszeit mit 10 min unter der, in der Literatur, als kritisch angegeben 
Expositionszeit lag, zeigte sich, wie erwartet, kein Einfluss auf die Überlebensrate der HSC. 
Wird DMSO bei RT zugesetzt, werden Expositionszeiten von bis zu 15 min angegeben, bei 
niedrigeren Temperaturen oder sehr großer Zellzahl, finden sich Angaben der Expositionszeit 
von bis  zu 60 min.25 Beide  Gruppen  erzielten  eine  Plating-Efficiency  von  ca.  30 %,  bzw.  
75 % in Bezug zur Kontrollgruppe. (Die Plating-Efficiency der Kontrollgruppe lag bei 41 %, 
da es sich um eine schlechte Zellpräparation handelte.) Die Vitalitätsraten lagen bei beiden 
Gruppen zwischen 60-71 %. 
Einfluss der DMSO-Expositionszeit: Plating-Efficiency 
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Abb.: 6.1.2.1: Einfluss der DMSO-Expositionszeit auf die Plating-Efficiency 
                        n = 3 
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6.2   Friergradienten 
Bei dem Kryokonservieren der hepatischen Sternzellen mit  einem für andere Zelllinien 
typischen Friergradienten (Abb.: 6.2.1, Tab.: 6.2.1) zeigte sich, dass der größte Teil der Zellen 
geschädigt wird und zugrunde geht. Es wurden, nach dem Wiederauftauen, Vitalitätsraten von 
50-60 % erzielt, die Plating-Efficiency betrug jedoch unter 0,5 %. Die Zellvitalität wurde, wie 
unter 5.6 und 5.7 beschrieben, bestimmt. Die Differenz zwischen Vitalität und Plating-
Efficiency lässt darauf schließen, dass zwar die äußere Zellmembran während der 
Kryokonservierung intakt blieb, sich jedoch im Zellinneren Veränderungen zugetragen haben 
müssen, welche die Zellen soweit schädigten, dass sie nicht mehr in der Lage waren, an 
Zellkulturoberflächen, zu adhärieren und infolge dessen zugrunde gingen. In der Öl-Rot-
Färbung der HSC zeigte sich, dass die intrazellulären Lipidvakuolen nach dem 
Kryokonservieren aufgeplatzt und ihr Inhalt (überwiegend Vitamin A) im Zytoplasma der 
Zelle verteilt war. (Abb.: 6.2.2 und 6.2.3)  
Dies ist eventuell auf eine zu starke Dehydratation der HSC während der Kryokonservierung 
zurückzuführen. Aufgrund dieser werden alle nichtwässrigen zellulären Bestandteile sehr eng 
zusammengedrückt und durch diesen unphysiologischen Kontakt geschädigt.50 
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Abb.: 6.2.1: Graph des Standardfriergradienten 
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Tabelle 6.2.1: Programmierte Frierraten des Standardfriergradienten 
Stufe Starttemperatur Endtemperatur programmierter Friergradient 
1 + 4°C - 10°C - 1°C   /  min 
2 - 10°C - 35°C - 10°C /  min 
3 - 35°C - 45°C - 2°C  /   min 
4 - 45°C - 80°C - 1°C  /   min 
 
 
 
               
                                                                                      
 
Im weiteren Verlauf wurde, ausgehend von dem üblichen Gradienten, ein Protokoll 
entwickelt, bei dem Plating-Efficiency-Raten bis zu 65 % erzielt wurden. Dieses wurde 
zunächst mit für 5 d kultivierten HSC getestet, da diese widerstandsfähiger als frisch isolierte, 
oder nur für 1 d kultivierte HSC, sind. Nachdem ein geeignetes Protokoll gefunden war, 
wurde dieses an  2 und 1 Tag kultivierten, sowie frisch isolierten, HSC erprobt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
Abb.: 6.2.2: HSC 1d Kontrolle (x 400) Abb.: 6.2.3: HSC 1d Kryokonserviert (x 400) 
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6.2.2 Kryokonservierung der HSC mit optimierten Friergradienten (5 d kultivierte) 
Die HSC wurden, nach ihrer Isolation aus der Rattenleber, für 5 d (wie unter 5.2 beschrieben) 
kultiviert. Am 5. Tag wurden sie dann, wie unter 5.3 beschrieben, mit Trypsin/EDTA oder 
Accutase abgelöst und weiterverarbeitet.  
Der optimierte Friergradient (Abb.: 6.2.2.1 und Tab.: 6.2.2.1) wurde, in der Stufe 1 und 2, 
bewusst niedriger gewählt als zuvor, um einer intrazellulären Eiskristallbildung vorzubeugen. 
In der Stufe 3 und 4 ist die Frierrate höher gewählt, um eine zu starke Dehydratation der 
Zellen zu vermeiden. 
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Abb.: 6.2.2.1: Graph des optimierten Friergradienten 
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Tabelle 6.2.2.1: Programmierte Frierraten des optimierten Friergradienten 
 
 Starttemperatur Endtemperatur programmierter Friergradient 
1 + 4°C                  - 8°C - 0,8°C / min 
2 - 8°C - 20°C - 6°C   /  min 
3 - 20°C - 40°C - 3°C   /  min 
4 - 40°C - 80°C - 5°C   /  min 
 
Nach dem Auftauen wurden Vitalitätstest, mit Propidiumjodid/ FDA und Trypan Blau, 
durchgeführt. Abbildung 6.2.2.2 zeigt, dass die Ergebnisse der beiden Vitalitätstests weites 
gehend miteinander korrelieren. Abweichungen sind vermutlich darauf zurückzuführen, dass 
bei dem Vitalitätstest mit Propidiumjodid/ FDA ein zusätzlicher Zentrifugationsschritt 
stattfindet, welcher die fragilen HSC schädigt. Es wurden im Test mit Trypan Blau 
durchschnittlich  Survivalraten  von   71 %  erzielt,  beim  Test  mit Propidiumjodid/ FDA von 
 59 %. Die Survivalrate der Kontrolle liegt bei 90 %. Somit ergeben sich mit dem optimierten 
Friergradienten zufrieden stellende Survivalraten. Die sofort aufgetauten HSC erzielen, 
sowohl in den Survivalraten, als auch in der Plating-Efficiency, bessere Ergebnisse im 
Vergleich mit den für 24 h bei -80°C gelagerten HSC. Bei dem Vitalitätstest mit Trypan Blau 
beträgt der Unterschied zwischen den Gruppen ca. 30 %, bei dem Vitalitätstest mit PI/FDA 
beträgt er nur 3 %. Im Hinblick auf die Plating-Efficiency ist der Unterschied mit 60 % sehr 
deutlich. Dies lässt Schluss folgern, dass die Lagerung bei -80°C für die HSC nicht optimal ist 
und die HSC schädigt.  
 5 d kultivierte, kryokonservierte HSC: Survivalrate
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Abb.: 6.2.2.2: Survivalraten 5 d kultivierter, kryokonservierter HSC 
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Abb.: 6.2.2.3: Vitalitätstest 5 d kultivierte, kryokonservierte HSC mit Propidiumjodid/FDA (x 400) 
 
 
In der Öl-Rot-Färbung bleibt die Integrität der intrazellulären Lipidvakuolen erhalten, es tritt 
kein Unterschied in der Zellmorphologie, im Vergleich zu unbehandelten HSC, auf. 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.: 6.2.2.4: Öl-Rot-Färbung 5 d kultivierte HSC  (x 1000)   
                          links: Kontrollgruppe                               rechts: Kryogruppe            
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Die guten Survivalraten und der Erhalt der normalen Zellmorphologie spiegeln sich auch in 
den erzielten Plating-Efficiency-Raten wieder. Bei den sofort wieder aufgetauten HSC 
wurden Plating-Efficiency-Raten von 90 % erzielt, wohingegen bei den für 24 h gelagerten 
HSC die Rate  bei nur  37 % lag.  
5 d kultivierte, kryokonservierte HSC: Plating-Efficiency
95% 95%
35% 37%
0%
10%
20%
30%
40%
50%
60%
70%
80%
90%
100%
10% DMSO sofort
aufgetaut
8% DMSO sofort
aufgetaut
10% DMSO 24h
Lagerung  -80°C
8% DMSO 24h
Lagerung  -80°C
Pl
at
in
g-
Ef
fic
ie
n
cy
 
Plating-Efficiency
Abb.: 6.2.2.5 Plating-Efficiency 5 d kultivierter, kryokonservierter HSC 
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6.2.3 Kryokonservierung der HSC mit optimierten Friergradienten (2 d kultivierte) 
Die HSC wurden, nach ihrer Isolation aus der Rattenleber, für 2 d (wie unter 5.2 beschrieben) 
kultiviert. Am 2. Tag wurden sie, wie unter 5.3 beschrieben, mit Trypsin/EDTA oder 
Accutase abgelöst und kryokonserviert. Eine Gruppe der HSC wurde, nach dem 
Kryokonservieren bis -80°C, sofort wieder aufgetaut, die andere Gruppe wurde für  24 h   bei 
-80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurde bei beiden Gruppen die Vitalität mit Trypan Blau 
und PI/FDA bestimmt. Die übrigen HSC wurden, zur Bestimmung der Plating-Efficiency und 
für die Öl-Rot-Färbung, ausplattiert.   
Wie bei den 5 d kultivierten HSC ergaben sich, auch bei den 2 d kultivierten HSC, 
Unterschiede im Ergebnis der beiden Vitalitätstests. Im Test mit Trypan Blau, lagen die 
Survivalraten  bei 70 %, im Test mit PI/FDA etwas niedriger bei 60 %. Der Unterschied, 
sowohl bei den Survivalraten, als auch bei der Plating-Efficiency, zwischen sofort aufgetauten 
und für 24 h gelagerten HSC, war geringer als bei den 5 d kultivierten HSC. In den 
Survivalraten ergab sich ein Unterschied von  7 %, bei der Plating-Efficiency betrug er sogar 
nur 3 %. Wodurch der Unterschied zwischen 5 d kultivierten und 2 d kultivierten HSC zu 
erklären ist, bleibt ungewiss. Das schlechte Abschneiden der 5 d kultivierten, 
kryokonservierten und gelagerten HSC, ist am ehesten auf einen Fehler in der Handhabung 
zurückzuführen. Da das Protokoll jedoch für frisch isolierte oder 1 d kultivierte HSC  
entwickelt werden sollte, wurde der Versuch nicht wiederholt. 
2 d kultivierte, kryokonservierte HSC: Survivalrate
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Abb.: 6.2.3.1: Survivalraten 2 d kultivierter, kryokonservierter HSC 
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Abb.: 6.2.3.2:  Vitalitätstest mit PI/FDA 2 d kultivierte, kryokonservierte HSC  (x 200) 
                          links: sofort aufgetaute HSC                rechts: für 24 h bei -80°C gelagerte HSC 
 
 
Die Öl-Rot-Färbung der Kontrolle, der sofort aufgetauten und der für 24 h gelagerten HSC, 
lässt deutlich mehr Lipidvakuolen, als bei den 5 d kultivierten HSC, erkennen. Dies entspricht 
genau unserer Erwartung, da die HSC im Laufe ihrer Transdifferenzierung zu 
Myofibroblasten fortlaufend an intrazellulärem Vitamin A verlieren. Ein Unterschied in der  
Morphologie lässt sich, bei den kryokonservierten  Gruppen im Vergleich zur Kontrolle, nicht 
erkennen. Sowohl die äußere Zellmembran, als auch die Lipidvakuolen und der Zellkern sind 
unverändert und intakt. 
           
                                                       
Abb.: 6.2.3.3:  Öl-Rot-Färbung 2 d kultivierter HSC 
                      links oben:   Kontrolle (x 200)                             rechts oben:  Kryogruppe (x 1000) 
                      links unten: Kryogruppe ungefärbt (x 50)         rechts unten: Kryogruppe (x 1000) 
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Die erzielte Plating-Efficiency war, mit 75 % bei den sofort aufgetauten und 72  % bei den 
gelagerten HSC, sehr gut.  
2 d kultivierte, kryokonservierte HSC: Plating-Efficiency
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Abb.: 6.2.3.4:  Plating-Efficiency der 2 d kultivierten, kryokonservierten HSC 
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6.2.4 Kryokonservierung der HSC mit optimierten Friergradienten (1 d kultivierte) 
Die HSC wurden, nach ihrer Isolation aus der Rattenleber, für 1 d (wie unter 5.2 beschrieben) 
kultiviert. Am 1. Tag wurden sie, wie unter 5.3 beschrieben, mit Trypsin/EDTA oder 
Accutase abgelöst und kryokonserviert. Eine Gruppe der HSC wurde, nach dem 
Kryokonservieren bis -80°C  sofort wieder aufgetaut, die andere Gruppe wurde für  24 h   bei 
-80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurde bei beiden Gruppen die Vitalität mit Trypan Blau 
und PI/ FDA bestimmt. Die übrigen HSC wurden, zur Bestimmung der Plating-Efficiency 
und für die Öl-Rot-Färbung, ausplattiert.   
Die Survivalraten sowie die Plating-Efficiency zeigen, bei den 1 d kultivierten HSC, wie bei 
den 2 d kultivierten HSC, kaum einen Unterschied zwischen den sofort aufgetauten und den 
für 24 h gelagerten HSC. Die Survivalraten waren mit ca. 60 % zufrieden stellend, da das 
Survival der Kontrollgruppe bei 68 % lag. 
 1 d kultivierte, kryokonservierte HSC: Survivalraten
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Abb.: 6.2.4.1:  Survivalraten 1 d kultivierter, kryokonservierter HSC 
                        
  Abb.: 6.2.4.2: Vitalitätstest mit PI/FDA   
                           links: sofort aufgetaute HSC (x 200)                  rechts: bei -80°C gelagerte HSC (x 400)      
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Die Öl-Rot-Färbung zeigte eine ähnliche Morphologie wie bei den 2 d kultivierten und 
kryokonservierten HSC. Die HSC enthalten noch zahlreiche intrazelluläre Lipidvakuolen, 
deren Integrität nicht verloren gegangen ist, ihre Zellmembran und der Zellkern stellen sich 
als intakt dar. 
 
                 
Abb.: 6.2.4.3: Öl-Rot-Färbung 1 d kultivierter HSC           
                        links: Kontrollgruppe (x 1000)                       rechts: Kryogruppe (x 400) 
                        
                                                                                   
Abb.: 6.2.4.4: Lichtmikroskopische Aufnahme 1 d kultivierter HSC                                                                                
                        links: Kontrollgruppe (x 100)                           rechts: Kryogruppe (x 100) 
 
 
Die Plating-Efficiency betrug, im  Gegensatz  zu den  2 d  kultivierten  HSC,  nur  25 %  bzw.  
23 %, da die Kontrollgruppe jedoch auch nur eine PE von 28 % erzielte, sind diese Ergebnisse 
sehr zufrieden stellend. Die schlechte Plating-Efficiency, auch der Kontrollgruppe, ist höchst 
wahrscheinlich auf die Vorbehandlung der Zellen, mit Trypsin/EDTA oder Accutase, 
zurückzuführen. Dies ist ein sehr empfindlicher Schritt, bei dem  zu lange Inkubationszeiten 
zu Zellschäden führen können. Die Plating-Efficiency beträgt  89 % bzw. 82 %, im Bezug zur 
Kontrolle. Dies zeigt, dass der  optimierte Friergradient auch für die Kryokonservierung von 1 
d kultivierten HSC geeignet ist.   
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 1 d kultivierte, kryokonservierte HSC: Plating-Efficiency 
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Abb.: 6.2.4.5: Plating-Efficiency 1 d kultivierter, kryokonservierter HSC 
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6.2.5 Kryokonservierung der HSC mit optimierten Friergradienten (frisch isolierte) 
Die HSC wurden, wie unter 5.1 beschrieben, aus der Rattenleber isoliert und im Anschluss  
sofort kryokonserviert. Als Kontrollgruppe dienten sofort nach ihrer Isolation ausplattierte 
HSC.  Eine Gruppe der HSC wurde direkt nach der Kryokonservierung wieder aufgetaut, die 
andere Gruppe für 24 h bei -80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurden Vitalitätstest mit 
Trypan Blau und PI/ FDA durchgeführt. Diese ergaben, sowohl für sofort aufgetaute, als auch 
für die gelagerten HSC,  Survivalraten von ca. 60 %. Die Ergebnisse der Tests mit Trypan 
Blau und PI/ FDA  korrelieren gut miteinander. 
 Frisch isolierte, kryokonservierte HSC: Survivalraten
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Abb.: 6.2.5.1: Survivalraten frisch isolierter kryokonservierter HSC 
 
   
Abb.: 6.2.5.2: Vitalitätstest mit PI/FDA (Vergrößerung x 200)  
                         links: kryokonserviert, sofort aufgetaut    rechts: kryokonserviert, 24 h Lagerung bei -80°C 
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Die Öl-Rot-Färbung zeigte, bei den kryokonservierten Zellen, wenige in ihrer Morphologie 
unveränderte HSC, jedoch zum Großteil geschädigte Zellen. Wie bei dem Kryokonservieren 
mit einem herkömmlichen Friergradienten, zeigten sich HSC, in denen die intrazellulären 
Lipidvakuolen geplatzt waren. Das gespeicherte Vitamin A scheint im gesamten Zytoplasma 
verteilt zu sein. Zwischen den sofort aufgetauten und den gelagerten Zellen bestand kein 
Unterschied. 
 
    
 
    
Abb.: 6.2.5.3: Öl-Rot-Färbung frisch isolierter, kryokonservierter HSC 
                        oben links: Kontrollgruppe (x 1000)          oben rechts: kryokonservierte HSC  (x 1000) 
                        unten links: Kryogruppe     (x 1000)          unten rechts: kryokonservierte HSC (x 400) 
 
 
Die Plating-Efficiency der frisch isolierten, kryokonservierten HSC war, trotz guter 
Survivalraten, enttäuschend gering. Es wurde nur eine Plating-Efficiency von 10 %, in der 
Gruppe der sofort aufgetauten HSC und von 1 %, bei den für 24 h gelagerten HSC, erzielt. 
Die Kontrollgruppe erreichte hingegen eine sehr gute Plating-Efficiency von 72 %. Diese 
Ergebnisse zeigen, dass der erarbeitete Friergradient für die Kryokonservierung der frisch  
isolierten HSC ungeeignet ist. Wir vermuteten, dass die HSC nach ihrer Isolation aus der 
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Rattenleber, durch die Behandlung mit Pronase und Kollagenase so stark geschädigt sind, 
dass sie die Prozedur des Kryokonservierens nicht überstehen können. Es ist anzunehmen, 
dass die isolierten HSC zunächst für 24 h ausplattiert werden müssen, um „Zellrepair“  
betreiben zu können. (siehe dazu 6.2.6) 
 
 
 Frisch isolierte, kryokonservierte HSC: Plating-Efficiency 
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Abb.: 6.2.5.4: Plating-Efficiency der frisch isolierten, kryokonservierten HSC  
  
Abb.: 6.2.5.5: frisch isolierte HSC lichtmikroskopische Aufnahme (x 100) 
                        links:  Kryogruppe, sofort aufgetaut          rechts: Kontrollgruppe  
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6.2.6 Kultivierung frisch isolierter HSC in Teflon für 6 h und 12 h 
Die Lagerung frisch isolierter HSC in Teflon (für 6 h und 12 h) mit anschließender Aussaat 
zeigte, dass auch hier die Plating-Efficiency, gegenüber der Kontrollgruppe, rapide abnahm. 
Während die Kontrollgruppe eine PE von 55 % erzielte, erlangten die für  6 h gelagerten HSC 
nur noch eine  PE von 34 % und die  für 12 h gelagerten nur noch eine PE von 8 %. Diese 
Ergebnisse lassen schlussfolgern, dass die HSC nach ihrer Isolation möglichst schnell die 
Gelegenheit zum „Zellrepair“ bekommen müssen. Werden die HSC auf Zellkulturmaterialien 
ausplattiert, adhärieren sie an deren Oberflächen und beginnen mit der Reparatur von, z. B. 
durch die Zellpräparation, entstandenen Schäden. Die schlechten Ergebnisse, bei dem 
Kryokonservieren der frisch isolierten HSC, scheinen daher weniger auf die 
Kryokonservierung selbst, als auf die vorhergehende Zellpräparation zurück zuführen zu sein. 
 
 
 
Kultivierung frisch isolierter HSC inTeflon: Plating-Efficiency 
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Abb.: 6.2.6.1:  Plating-Efficiency der in Teflon kultivierten HSC 
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6.3 Einfluss der Zellzahl pro ml Friermedium auf die Survivalraten 
Um zu untersuchen welchen Einfluss die Zelldichte, während des Kryokonservierens, auf die 
die Überlebensrate der HSC hat, wurden die Zellzahlen pro ml Medium zwischen 5 x 106  und 
0,5 x 106 Zellen pro ml Friermedium variiert. Es wurden für 1 d kultivierte HSC  mit 
Accutase abgelöst und  mit einer Zelldichte von 0,5 x 106 , 1 x 106, 2,5 x 106 und 5 x 106 
Zellen, nach dem  unter 5.3  beschriebenen  Protokoll,  kryokonserviert. Die HSC  wurden  
für  
24  h bei -196°C gelagert und anschließend (wie unter 5.3.2 beschrieben) aufgetaut. Es wurde 
die Vitalität mit PI/ FDA und die Plating-Efficiency bestimmt. 
 
6.3.1 Vitalitätstest mit PI/FDA 
Die Vitalitätsraten schwankten  in den einzelnen Gruppen nur geringfügig. Sie lagen mit 76-
84 % sehr hoch und auf gleicher Höhe mit der Kontrolle (83 %).  
 
Kryokonservierung 1d kultivierter HSC (Zellzahlvariation): Survivalraten
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Abb.: 6.3.1.1: Kryokonservierung 1 d kultivierter HSC (Zellzahlvariation): Survivalraten 
                        n = 3 
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Zellzahlvariation Kontrolle (x 200) 
     
Zellzahlvariation 5 x 106 HSC/ml Friermedium kryokonserviert Lagerung 24 h bei -196°C (x 50) 
     
Zellzahlvariation 2,5 x 106 HSC/ml Friermedium kryokonserviert Lagerung 24 h bei -196°C (x 50) 
     
Zellzahlvariation 1 x 106 HSC/ml Friermedium kryokonserviert Lagerung 24 h bei -196°C (x 200) 
     
Zellzahlvariation 0,5 x 106 HSC/ml Friermedium kryokonserviert Lagerung 24 h bei -196°C (x 100) 
Abb.: 6.3.1.2: Vitalitätstest mit PI/FDA, Lichtmikroskopische Aufnahmen 
                         links: FDA, grün              mitte: PI, rot                                      rechts: Lichtmikroskop 
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6.3.2 Plating-Efficiency 
Bei der Plating-Efficiency ergaben sich, hingegen, deutliche Unterschiede zwischen den 
einzelnen Gruppen. Während die mit 5 x 106 Zellen/ ml kryokonservierten HSC mit 50 % 
eine Plating-Efficiency erzielten, die der Kontrollgruppe (51 %) entsprach, erzielten die mit 
0,5 x 106 Zellen/ml kryokonservierten HSC nur noch eine PE von 32 %. Dies zeigt, dass  
Zellzahlen zwischen 2,5 – 5 x 106 Zellen pro ml Friermedium für die Kryokonservierung der 
HSC von Vorteil sind. 
 
 
Kryokonservierung 1 d kultivierter HSC (Zellzahlvariation): Plating-Efficiency 
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Abb.: 6.3.2.1:  Kryokonservierung 1 d kultivierter HSC (Zellzahlvariation): Plating-Efficiency 
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6.4 Elektronenmikroskopie der HSC 
Nachdem ein effizientes  Kryoprotokoll für die Kryokonservierung mindestens 1 d 
kultivierter HSC gefunden war, interessierten die möglichen Veränderungen der HSC, 
hervorgerufen durch die Kryokonservierung. Um Veränderungen der Zellmorphologie zu 
erkennen, wurden unter anderem die Öl-Rot-Färbungen angefertigt. Diese erlaubten eine 
Aussage, vor Allem, über die Integrität der intrazellulären Lipidvakuolen. Die 
Lichtmikroskopischen Aufnahmen geben jedoch keine Information über den Zustand anderer 
intrazellulärer Strukturen, daher wurden zur besseren Beurteilung der Zellmorphologie 
elektronenmikroskopische Aufnahmen, der HSC, angefertigt. Die HSC wurden für die 
Elektronenmikroskopie wie (unter 5.10) beschrieben behandelt, und durch das Institut für 
Pathologie der RWTH-Aachen weiter verarbeitet. 
 
 
6.4.1 Elektronenmikroskopie 5 d kultivierter, unbehandelter und kryokonservierter  
HSC 
Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der 5 d kultivierten, kryokonseriverten HSC 
lassen keine morphologischen Veränderungen zur Kontrollgruppe erkennen. Die HSC wurden 
am Tag 5, mit Trypsin/EDTA, von den Zellkulturplatten abgelöst und anschließend 
kryokonserviert, oder als Kontrollgruppe weiterbehandelt. Die Aufnahmen lassen sehr gut die 
intrazellulären Lipidvakuolen, den Zellkern, Mitochondrien usw. erkennen. Auch der Zustand 
der äußeren Zellmembran lässt sich gut beurteilen.  
 
                     
Kontrollgruppe (x  8.300)                                                                       Kryokonservierte HSC (x 5.000) 
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Kontrollgruppe (x 6.500)                                                         Kryokonservierte HSC (x 8.300) 
                     
Kontrollgruppe Lipidvakuolen (x 30.000)                              Kryogruppe: Kern/Lipidvakuolen (x 11.000) 
                     
Kontrollgruppe: Lipidvakuole (x 40.000)                               Kryogruppe: Lipidvakuolen (x 30.000) 
 
Abb.: 6.4.1.1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen 5 d kultivierter HSC 
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6.4.2 Elektronenmikroskopie 1 d kultivierter, unbehandelter und kryokonservierter 
HSC (abgelöst mit Trypsin/EDTA oder Accutase)    
1 Tag kultivierte HSC wurden, mit Trypsin/EDTA oder Accutase, von den Zellkulturplatten 
abgelöst und anschließend kryokonserviert, oder als Kontrollgruppe weiterbehandelt. Die 
Elektronenmikroskopische Aufarbeitung erfolgte wie (unter 5.10) beschrieben.  
Die Bestimmung der Plating-Efficiency ergab, dass die mit Accutase abgelösten HSC 
geringfügig bessere Ergebnisse lieferten, als die mit Trypsin/EDTA abgelösten HSC.  
 
Elektronenmirkoskopie 1d kultivierter, kryokonservierter HSC: Plating-Eficiency
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Abb.: 6.4.2.1:  Plating-Efficiency in Abhängigkeit der Vorbehandlung  
 
In den elektronenmikroskopischen Aufnahmen ließ sich kein morphologischer Unterschied, 
zwischen den beiden Gruppen, erkennen. Sowohl bei den mit Accutase behandelten und 
kryokonservierten Zellen, als auch bei den mit Trypsin/EDTA behandelten und 
kryokonservierten Zellen, blieben Zellkern, intrazelluläre Lipidvakuolen und äußere 
Zellmembran intakt. Es besteht kein Unterschied zwischen den kryokonservierten Zellen und 
der Kontrollgruppe. Bei allen HSC lassen sich leichte Aufrauungen der äußeren Zellmembran 
erkennen. Diese sind auf die enzymatische Ablösung der Zellen zurück zuführen, und 
scheinen die Vitalität und Funktion der HSC nicht zu beeinflussen.  
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Kontrollgruppe  (x  8300)                                                         Kryogruppe: Accutase behandelt (x 11.000) 
          
Kontrollgruppe: Lipidvakuolen (x 14.400)                    Kryogruppe: Trypsin/EDTA behandelt (x 11.000) 
                                                                            
                                                                              Kryogruppe: Accutase behandelt (x 11.000) 
 
Abb.: 6.4.2.2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen 1 d kultivierter, kryokonservierter HSC 
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6.5 Aktivierung der HSC durch den Prozess der Kryokonseriverung 
Es wurde, anhand der Expression von α-smooth-muscle-actin und CRP 2, die Aktivität der 
unbehandelten und der kryokonservierten HSC untersucht. Sowohl α-smooth-muscle-actin, 
als auch CRP 2 werden, während der Transdifferenzierung der HSC zu Myofibroblasten, 
vermehrt exprimiert.37 Um die gefundenen Ergebnisse zu  validieren wurde zudem  die 
Zellproliferation, mit Hilfe des [3H]-Thymidin und BrdU-Einbaus, untersucht. 
 
6.5.1 Nachweis von α-sma und CRP 2 in unbehandelten und kryokonservierten HSC 
Es zeigte sich, dass bei den kryokonservierten HSC die Expression von α-smooth-muscle-
actin und CRP 2 leicht erhöht ist. Dies spiegelt vermutlich einen geringen Effekt der 
Kryokonservierung auf den Aktivitätsstatus der HSC wieder.  
 
Abb.: 6.5.1.1: Westernblot: Nachweis von CRP 2 aus Zellysaten, kryokonservierter und  
                        unbehandelter HSC 
 
Abb.: 6.5.1.2: Westernblot: Nachweis von  α-smooth-muscle-actin aus Zellysaten, 
                         kryokonservierter und unbehandelter HSC. Herstellung der Zellysate 
                         jeweils am 1 d, 2 d, 3 d, 5 d, 7 d und 8 d der Kultivierung 
         1d       2d       3d        5d         7d        -         8d 
Kryogruppe α-sma 5min 
Kontrollgruppe α-sma 5min 
      1d         2d       3d        5d         7d        -         8d 
CRP 2     1d     2d      3d            5d          7d          -         8d 
Kryogruppe CRP 2  5min 
Kontrollgruppe CRP 2 10 min 
CRP 2    1d     2d      3d           5d         7d            -           8d 
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6.5.2 Bestimmung der Zellproliferation mit Hilfe des BrdU- und [3H]-Thymidin-Einbaus  
Die kryokonservierten HSC zeigten keinen signifikanten Anstieg der BrdU-Einbauraten, 
wohingegen die [3H]-Thymidin-Einbauraten signifikant erhöht waren. Diese Diskrepanz der 
beiden Tests ist damit zu klären, dass bei dem [3H]-Thymidin-Proliferationsassay DNA-
Repair mit angezeigt wird. Die Tests ergeben, demnach, keinen Hinweis auf eine Aktivierung 
der HSC, infolge der Kryokonservierung. 
BrdU-Assay 1 d kultivierter HSC 
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Abb.: 6.5.2.1: Zusammenfassung der BrdU-Assays:  BrdU-Einbauraten/mg DNA  (n= 4) 
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Abb.: 6.5.2.2: Einzelergebnis des  BrdU-Assays: BrdU-Einbauraten/mg DNA  (n= 4) 
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[3H]-Thymidin kBq/mg DNA
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Abb.: 6.5.2.3: [3H]-Thymidin-Proliferatiosassay: [3H]-Thymidineinbaurate/mg DNA (n= 6) 
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6.6 Apoptosemessung 
In anderen Zellsystemen zeigte sich, dass durch den Prozess der Kryokonservierung, in den 
Zellen, Apoptose induziert werden kann.51 Zur Untersuchung dieses Sachverhaltes, bei den 
HSC, diente: 
- die Bestimmung von p53 mittels Westernblot 
- der Nachweis  von Phosphatidylserin auf der äußeren Zellmembran mit der Annexin V 
FLUOS Färbung und 
- die Messung der Caspase 3-Aktivität, mit dem ApoAlert Caspase Fluorescent Assay 
Kit. 
(siehe dazu unter 2.4 Marker der Apoptose) 
 
6.6.1 Expression von p53 in kryokonservierten HSC 
Bei der Bestimmung von p53 aus Zellysaten sowohl kryokonservierter, als auch 
unbehandelter HSC, mittels Westernblot, konnte in beiden Gruppen kein p53 nachgewiesen 
werden. Wäre, infolge der Kryokonservierung, Apoptose in den HSC induziert worden, so 
hätte sich eine vermehrte Expression von p53, in den Zellysaten der kryokonservierten HSC, 
nachweisen lassen müssen. Somit gibt der Nachweis von p53 keinen Hinweis auf eine, durch 
die Kryokonservierung, induzierte Apoptose in den HSC. 
 
   
 
Abb.:6.6.1.1: Westernblot 
                       links: Nachweis von  p53 aus Zellysaten,          rechts: Ladungskontrolle ß-Aktin von der-    
                                  kryokonservierter und unbehandelter                selben Blotting-Membran 
                                  HSC.  
                        Herstellung der Zellysate  jeweils am 1 d, 2 d, 3 d, 5 d, 7 d und 8 d der Kultivierung                                       
 
 
p53              1d    2d    3d     5d    7d   -    8d 
p53  CRP 2  1d     2d     3d     5d    7d     -   8d 
Kontrollgruppe p53 2min 
Kryogruppe p53 5min 
  
Kontrollgruppe ß-Aktin 1min 
Kryogruppe ß-Aktin 1min 
p53        1d   2d   3d   5d   7d    -    8d 
 p53      1d    2d   3d  5d   7d     -   8d 
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6.6.2 Nachweis von Phosphatidylserin mit dem Annexin V FLUOS Staining Kit 
Phosphatidylserin befindet sich, physiologischer Weise, an der inneren Zellmembran. In der 
frühen Phase der Apoptose kommt es zu einer Translokation von der inneren zur äußeren 
Zellmembran. Der Nachweis von Phosphatidylserin auf der äußeren Zellmembran ist folglich 
ein  frühes Zeichen der Apoptose.  
Bei den untersuchten Zellen ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen 
kryokonservierten und unbehandelten HSC. Während bei der negativ Kontrolle (unbehandelte 
HSC) 26 % apoptotisch waren, waren es in der kryokonservierten Gruppe 37 %. Die 
apoptotischen Zellen der positiv Kontrolle beliefen sich auf  73 %. Bei der positiv Kontrolle 
fanden sich 12 % nekrotische Zellen, bei den kryokonservierten HSC und den  unbehandelten 
HSC je 0 %. 
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Abb.: 6.6.2.1:  Annexin-Test: apoptotische und nekrotische Zellen in % 
                         negativ Kontrolle: unbehandelte HSC 
                         positiv Kontrolle: Ad5-CMV-p53-infizierte HSC 
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Positiv Kontrolle (x 100) 
 
 
 
 
          
Kryogruppe (x 100) 
 
 
 
           
Kontrollgruppe (x 100) 
Abb.: 6.6.2.2: Annexin-Test der kryokonservierten HSC 
Annexin-Färbung: links: UV-Licht                                               rechts: Lichtmikroskop 
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Positiv Kontrolle (x 200) 
 
 
 
 
          
Kryogruppe (x 200) 
 
 
 
 
            
Kontrollgruppe (x 200) 
Abb. 6.6.2.3: Annexin-Test der kryokonservierten HSC 
Annexin-Färbung: links: UV-Licht                                      rechts: Lichtmikroskop 
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6.6.3 Caspase-Assay 
Zur Untermauerung der Ergebnisse, des Westernblots und der Annexinfärbung, wurde die 
Caspase 3-Aktivität, kryokonservierter und unbehandelter HSC, bestimmt. In apoptotischen 
Zellen ist die Aktivität der Caspase 3 hoch reguliert.  In dem durchgeführten Caspase-Assay 
zeigte sich kein Unterschied in der Caspase 3 Aktivität der Kontrollgruppe zur Kryogruppe. 
Das entwickelte Verfahren zur Kryokonservierung der HSC induziert, demnach, keine 
Apoptose in den konservierten Zellen. Dies stützt die Hypothese, dass, mit dem entwickelten 
Protokoll, ein geeignetes Verfahren zur Kryokonservierung der HSC gefunden wurde. 
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Abb.:6.6.3.1:  Messung der Caspase 3-Aktivität  (n=4)           
                         links:     Kontrollgruppe, unbehandelte HSC 
                         mitte:    Ad5-CMV-p53-infizierte Zellen, mit CPP 32 (einem speziellen Caspase 3  
                                        Inhibitor) versetzt, zur Demonstration der Spezifität des Tests 
                         rechts: Kryogruppe 
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6.7 Langzeitlagerung der kryokonservierten HSC 
Kryokonservierte HSC wurden, für einen Zeitraum von 1 und 6 Monaten, bei -196°C 
gelagert. Sie wurden nach dem (unter 5.3.2) beschriebenen Auftauprotokoll aufgetaut und 
anschließend die Vitalität und Plating-Efficiency bestimmt.  
Sowohl die Vitalitätsraten, als auch die erzielte Plating-Efficiency waren sehr zufrieden 
stellend. Die Vitalität betrug zwischen 69-71 %, die Plating-Efficiency zwischen 52-60 %. 
Damit ergab sich, in der Langzeitlagerung, kein Unterschied zu den sofort aufgetauten oder 
nur für 24 h gelagerten HSC. Diese Ergebnisse bestätigen, dass eine erfolgreiche 
Langzeitkryokonservierung der HSC mit dem entwickelten Protokoll möglich ist. 
 
 
 
Langzeitlagerung 1d kultivierter, kryokonservierter HSC: Survivalraten
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Abb.: 6.7.1: Langzeitlagerung kryokonservierter HSC: Vitalität 
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Langzeitlagerung 1 d kultivierter, kryokonservierter HSC: Plating-Efficiency
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Abb.: 6.7.2: Langzeitlagerung 1 d kultivierter, kryokonservierter HSC: Plating-Efficiency 
 
                                             
                                            (x 100) 
                    
( x 200)                                                                                           (x 400) 
Abb.: 6.7.3: Lichtmikroskopische Aufnahmen 1 d kultivierter, kryokonservierter, 6 Monate gelagerter   
                      HSC 
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6.8 Simulation: Verschicken der HSC auf Trockeneis 
Zum Abschluss der Arbeit wurde getestet, ob der Austausch der kryokonservierten HSC unter 
verschiedenen Laboren möglich wäre. Da kryokonservierte Proben zumeist auf Trockeneis 
verschickt werden, wurden für 10 Tage kryokonservierte HSC für 24 h in einer Polystyrolbox  
auf Trockeneis gelagert. Im Anschluss wurden die Vitalität mit PI/FDA und die Plating-
Efficiency bestimmt. 
 
Die Vitalität entspricht, mit 73-89 %, der von nicht konservierten HSC. Die zuvor für 10 Tage 
bei -196°C gelagerten HSC lieferten geringfügig bessere Ergebnisse, als die bei -80°C 
gelagerten. Diese Tendenz zeigte sich bei allen durchgeführten Versuchen, daher empfiehlt es 
sich die Lagerung bei -196°C zu bevorzugen. 
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Abb.: 6.8.1: Vitalität der kryokonservierten „verschickten HSC“ 
                      n = 3 
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10 d gelagert bei -80°C, 24 h auf Trockeneis  (x 100) 
 
     
10 d gelagert bei -196°C, 24 h auf Trockeneis  (x 100) 
 
     
10 d gelagert bei -80°C, 24 h auf Trockeneis   (x 200) 
 
     
10 d gelagert bei -196°C, 24 h auf Trockeneis  (x 200)  
 
Abb.: 6.8.2: Lichtmikroskopische Aufnahmen des Vitalitätstest mit PI/FDA 
                     links: FDA, grün 
                     mitte: PI, rot 
                     rechts: Lichtmikroskop 
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Die Plating-Efficiency liegt mit  46 % (in der Gruppe der bei -80°C gelagerten HSC) und mit 
58 % (in der Gruppe der bei -196°C gelagerten HSC) im Bereich der Kontrollgruppe. Es 
zeigte sich wieder ein geringfügig besseres abschneiden der bei -196°C gelagerten HSC.   
 
 
 
Simulationsversuch: Plating-Efficiency 
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Abb.: 6.8.3: Simulationsversuch: Plating-Efficiency der „verschickten HSC“ 
 
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eindeutig, dass das vorliegende Protokoll zur 
Kryokonservierung der HSC ein effizientes Verfahren  zur Langzeitkonservierung der HSC 
darstellt. 
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7    Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein Protokoll für die Kryokonservierung der HSC der Ratte 
entwickelt. Isolierte HSC der Ratte werden als Model der hepatischen Fibrogenese verwendet. 
An ihnen werden zahlreiche Vorgänge, wie die Biotransformation, die Genexpression, die 
Wirkung von Pharmazeutika, verschiedene Transkriptionsfaktoren und vieles mehr, studiert. 
Methoden für die Isolierung der HSC aus der Rattenleber und die weitere Zellkultivierung 
sind seit Jahren gut etabliert. Bis heute wird jedoch immer noch über den Ursprung der HSC, 
und das Vorhandensein verschiedener HSC-Subpopulationen spekuliert. Die klassische 
Theorie sieht das Septum transversum als Ursprungsort der hepatischen Sternzellen an, 
wohingegen eine neuere Theorie von einem neuroektodermalen Ursprung der HSC ausgeht.1 
Zudem haben Untersuchungen gezeigt, dass aus der Rattenleber isolierte HSC zum Teil 
verschiedene Proteine, in unterschiedlichen Mengen (z. B. unterschiedliche Kollagene, α-
sma) exprimieren.7 Aufgrund dieser Heterogenität der HSC wäre es interessant isolierte HSC 
zwischen den verschiedenen Laboren auszutauschen. Die Kryokonservierung der HSC und 
das anschließende Verschicken auf Trockeneis wären dafür eine praktikable Lösung. Daher 
wurde ein erfolgreiches Verfahren für die Langzeitkryokonservierung primärer, nicht 
aktivierter, HSC entwickelt. Es wurden zahlreiche Parameter, wie die Frierraten, die 
Vorbehandlung der HSC, die Kryoprotektiva, die Tauraten, die Zellzahl beim 
Kryokonservieren und die Lagerungsbedingungen, untersucht. Die Vitalität, die 
Zellmorphologie und die Zellcharakteristik der kryokonservierten HSC wurden durch 
zahlreiche Untersuchungen, mit denen unbehandelter HSC verglichen. Es wurden  Licht- und 
Elektronenmikroskopische Analysen,  Zellproliferationsassays, Apoptosetests, Färbungen und 
Westernblot-Analysen, der typischen Aktivierungsmarker, durchgeführt. Bei diesen Tests 
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, zwischen den unbehandelten und den 
kryokonservierten HSC. Weder die Zellmorphologie, noch  ihre biochemischen und zellulären 
Eigenschaften werden, durch die Kryokonservierung, beeinträchtigt. Die Lagerung der 
kryokonservierten HSC zwischen 1-6 Monate zeigte, dass mit dem entwickelten Protokoll 
auch die Langzeitkryokonservierung der HSC möglich ist. Aufgrund dieser Ergebnisse kann 
gefolgert werden, dass kryokonservierte HSC in ihrer Funktionalität unbeeinträchtigt bleiben. 
Die Kryokonservierung stellt somit eine gute Möglichkeit für die Konservierung und den 
Austausch von HSC, zwischen verschiedenen Laboren, dar. 
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8    Diskussion 
Die typischen Eigenschaften der hepatischen Sternzellen, ihre Antwort auf 
Leberschädigungen, entzündlicher, toxischer, metabolischer, pharmazeutischer o.a. Natur,  
und ihre Beteiligung bei der Leberfibrose, sind seit Jahren gut dokumentiert. Folglich ist, in 
vielen Laboratorien, die Isolation der HSC aus der Rattenleber  etabliert. Sie beruht auf der 
geringen Dichte der HSC, welche bedingt wird durch ihren hohen Vitamin A-Gehalt. Nach 
der enzymatischen Andauung der Leber durch Kollagenase, Pronase und DNAse, schließt 
sich eine Zentrifugation durch verschiedene Dichtegradienten an, sie beinhalten Nycodenz, 
Metrizamide, Stractan oder Percoll.45 Mit diesen Isolierungsverfahren erhält man 
typischerweise bis zu 4-5 x107 Zellen, deren Vitalität und Integrität unbeeinträchtigt sind. Bei 
der Kultivierung auf Plastikoberflächen fallen die HSC durch ihre charakteristischen 
Lipidtropfen, einen eingekerbten Kern und zahlreiche zytoplasmatische Fortsätze auf.  
Werden die HSC mit einem Standardkryoprotokoll, wie es für permanente HSC-Linien (z. B. 
CFSC, HSC-T6) oder humane Myofibroblasten angewandt wird, kryokonserviert, sind sie 
anschließend nicht in der Lage an die Zellkulturplatten zu adhärieren und haben eine 
geschrumpfte Morphologie, obwohl ihre Vitalität, bestimmt mit Trypan Blau oder PI/FDA, 
zwischen 70-85% liegt. Die Frierraten bei einem Standardkryoprotokoll werden, in der Regel, 
hoch gewählt, als Kryoprotektivum werden hauptsächlich 10% DMSO oder 10% Glycerol 
verwendet.  Die Diskrepanz der Vitalitätsbestimmungen  kryokonservierter HSC, zum einen 
durch Vitalitätstest mit Trypan Blau oder PI/FDA, und zum anderen durch die Fähigkeit an 
die Zellkulturoberflächen zu adhärieren (Plating-Efficiency), lässt folgern, dass die  
herkömmlichen Vitalitätstest, für die Beurteilung der Effektivität eines Kryoprotokolls, nicht 
valide sind. In der Öl-Rot-Färbung zeigte sich, bei den auf herkömmliche Weise 
kryokonservierten HSC, dass ihre intrazellulären Lipidtropfen miteinander fusioniert sind. 
Der Inhalt der Lipidtropfen ist im gesamten Zytoplasma verteilt. Möglicherweise ist dies 
Ausdruck einer, durch zu schnelle Kryokonservierung hervorgerufenen, Dehydratation der 
Zellen, bei der alle nicht-wässrigen Komponenten der Zelle sehr eng zusammengedrückt 
werden. Der unphysiologische enge Kontakt könnte  zum  Platzen der Lipidvakuolen führen, 
wodurch sich ihr Inhalt im Zytoplasma verteilt.50 Gestützt wird diese Hypothese durch 
thermodynamische Studien an Vesikeln, bestehend aus Dimyristolphosphatidylcholin und 
Dipalmitolphosphatidiylcholin.15 
Die Ruption der Lipidvakuolen zeigte sich auch bei dem Zusatz anderer Kryoprotektiva, wie 
Trehalose und Taurin zum  Standardmedium, bestehend aus 70 % DMEM, 20 % FKS, 10 % 
DMSO. Die Verwendung von 10 % Glycerol anstelle von DMSO lieferte schlechtere 
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Ergebnisse, als die Verwendung von DMSO. Daher wurde für weitere Versuche DMSO als 
Kryoprotektivum gewählt. Das nächste Augenmerk wurde auf die Frierrate gelenkt. Die 
Überlebenskurve  von kryokonservierten Zellen entspricht einem inverten „U“,48 wird die 
Frierrate zu hoch gewählt,  kommt es zu einer intrazellulären Eiskristallbildung, welche die 
Zellorganellen schädigt, wird die Frierrate zu niedrig gewählt, kommt es zu einer starken 
Dehydratation der Zellen, es werden osmotische Zellschädigungen hervorgerufen.17-22 Die 
Kunst besteht im Finden der „goldenen Mitte“. Durch systematisches Variieren  des 
Friergradienten gelang es schließlich ein Protokoll zu entwickeln, welches die erfolgreiche 
Kryokonservierung von HSC erlaubt. Es zeigte sich, dass gerade  zu Beginn des Frierens 
(zwischen +4 bis -10°C) die Frierrate von großer Wichtigkeit zu sein scheint. Wurde die 
Frierrate nur um -0,3°C (statt -0,8 °C/min, -1,1°C/min) variiert, hatte dass enorme Folgen für 
die Vitalität und Integrität der Lipidtropfen, welche rapide abnahmen. Die Verwendung der 
Öl-Rot-Färbung und elektronenmikroskopische Analysen zeigten, dass die Zellarchitektur 
und die Integrität der intrazellulären Lipidvakuolen, sowie anderer Zellorganellen, unter den 
optimierten Bedingungen, unverändert zu unbehandelten HSC sind. Es wurden mit dem 
entwickelten Kryoprotokoll, wenn  3-5 x106 Zellen/ml Friermedium kryokonserviert werden, 
Vitalitätsraten zwischen 80-90 % und eine Plating-Efficiency von 50-60 % erzielt. Die HSC 
wurden für 1,14, 30 oder 180 Tage kryokonserviert gelagert, wobei sich kein Unterschied bei 
den erzielten Ergebnissen zeigte. Es zeigte sich, dass eine schnelle Taurate bessere Ergebnisse 
lieferte, als eine langsame. Daher wurden die HSC in einem 37°C warmen Wasserbad 
aufgetaut. Das entwickelte Kryoprotokoll eignet sich sowohl für die Kryokonservierung von 
nicht transdifferenzierten HSC, als auch für die Kryokonservierung von HSC einer höheren 
Transdifferenzierung. Die Kryokonservierung frisch isolierter HSC gelingt mit dem 
vorliegenden Protokoll nicht. Dies ist vermutlich auf  zelluläre Schäden zurückzuführen, die 
durch die Behandlung der HSC mit Pronase und Kollagenase hervorgerufen werden. 
Bestimmungen der α-smooth-muscle-actin und CRP 2-Expression in kryokonservierten und 
unbehandelten HSC ergaben eine geringfügige Erhöhung der Expression in den 
kryokonservierten Zellen. CRP 2 und α-smooth-muscle-actin sind beide typische Marker der 
Transdifferenzierung von HSC, sie  werden in aktivierten HSC stärker exprimiert.37 Die 
geringfügig erhöhte Expression der beiden Marker scheint eine, durch die Kryokonservierung, 
geringe Aktivierung der HSC zu repräsentieren. Im Gegensatz dazu lieferte der BrdU-Assay 
keine signifikant erhöhte Einbaurate in den kryokonservierten Zellen. Der [3H]-Thymidin-
Einbau zeigte, interessanterweise, eine signifikante Erhöhung  bei den kryokonservierten 
HSC. Möglicherweise spiegelt dies DNA-Reparatur wieder. 
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Die Frage, ob durch die Kryokonservierung  Apoptose induziert wird, wie es in anderen 
Zellsystemen beobachtet wurde,51 ist zu verneinen. Sowohl der Nachweis von 
Phosphatidylserin auf der äußeren Zellmembran, als früher Marker der Apoptose, mit dem 
Annexin V Fluos Staining Kit, als auch die Messung der Caspase 3-Aktivität, mit dem 
ApoAlert Caspase Fluorescent Assay Kit, ergaben keinen Unterschied zwischen 
kryokonservierten und unbehandelten HSC. Auch die Bestimmung der p53-Expression, 
welche in apoptotischen Zellen ansteigt, ergab keinen Hinweis auf eine, durch die 
Kryokonservierung, induzierte Apoptose.  
Die Variation der Zellzahl/ml Friermedium lieferte die besten Ergebnisse, wenn 5 x 106 
Zellen pro ml Friermedium kryokonserviert wurden, die Plating-Efficiency nahm über 2,5 x 
106, 1 x 106 bis 0,5 x 106 stetig ab. Zwischen 5 x 106 Zellen und 2,5 x 106 Zellen pro ml 
Friermedium differierte die Plating-Efficiency nur um 6 %, so dass dies die optimalen 
Zellzahlen pro ml Friermedium, für die Kryokonservierung der HSC, zu sein scheinen. 
Zuletzt wurde noch das Verschicken der HSC auf Trockeneis simuliert, da dies eine 
praktikable Lösung für den Austausch kryokonservierter HSC unter verschiedenen 
Laboratorien sein könnte. HSC wurden, nach dem Frieren bis -80°C, zunächst für 10 d, 
entweder bei -80°C  oder bei -196°C, gelagert. Im Anschluss wurden sie für weitere 24 h in 
einer Polystyrolbox auf Trockeneis gelagert. In beiden Gruppen wurden hohe Vitalitäts- und 
Plating-Efficiency-Raten  erzielt, wobei die bei -196°C gelagerten HSC bessere Raten 
erzielten. Die Lagerung der kryokonservierten HSC sollte daher in flüssigem Stickstoff 
erfolgen. 
Derzeit ist die vorliegende Arbeit der erste Bericht über ein effektives Kryoprotokoll für 
hepatische Sternzellen. Es wurde gezeigt, dass die HSC, nach der Kryokonservierung, in ihrer 
strukturellen und funktionalen Integrität unbeeinflusst sind, und sie ihre normale Funktion 
wieder aufnehmen. Das entwickelte Kryoprotokoll ist effektiv für die Kryokonservierung 
ruhender und aktivierter HSC. Es erlaubt erstmals die Langzeitlagerung der HSC, und 
ermöglicht den Austausch der Zellen, unter Wissenschaftlern,  für Forschungszwecke.  
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